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Die biologische Wertigkeit der Eiwei&gemische 
typischer indischer Kostformen 


I. Mitteilung 


Die biologische Wertigkeit der Eiwei8k6rper 
in den Kostformen von Madras, Bombay (Parsi) und Punjab 
Von 
Y. V. S. Rau und V. Ranganathan 





(Indian Institute of Science, biochemische Abteilung, Bangalore) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1938) 


Wihrend Fette und Kohlenhydrate fiir den Organismus als 
Energie- und Warmebildner wertvoll sind, liegt die Bedeutung 
der EiweiBkérper nicht allein in ihrem Energieinhalt, sondern 
auch in ihrer Kigenschaft als Aufbaustoffe des Protoplasmas. Ver- 
schiedene Eiwei8kérper werden im Organismus in verschiedenem 
MaBe verwertet. EiweiBe, denen die unentbehrlichen Aminosiuren 
(wie Histidin, Methionin, Tryptophan, Phenylalanin u. a.) véllig 
fehlen, werden desaminiert und ihr Stickstoff in Form von Harn- 
stoff ausgeschieden. 

Die biologische Wertigkeit eines KiweiBes hangt von seiner 
Verwertbarkeit fiir Wachstum, Erhaltung, Neubildung und Lak- 
tation bei einem Tiere ab. Thomas (1909) hatte als erster die 
Bezeichnung ,,Biologische Wertigkeit des KiweiBes“ vorgeschlagen 
und sie bestimmt als den Prozentsatz des resorbierten Stickstoffs, 
welcher vom Organismus zum Aufbau des Gewebes zuriickgehalten 
wird. Spiter hat dann Mitchell eine Methode fiir die Fest- 
stellung der biologischen Wertigkeit von EKiweiB mitgeteilt, bei 
der er weiBe Ratten benutzte. Er hat die verschiedenen Fehler- 
quellen und die Genauigkeit seiner Methode ausfiihrlich erdrtert, 
und mit ihr die biologische Wertigkeit des KiweiBes einiger 
Cerealien und anderer Nahrungsmittel bestimmt. Wir haben die 
Methode von Mitchell mit einigen Modifikationen fiir die vor- 
liegende Untersuchung benutzt. Die biologische Wertigkeit der 
KiweiBe von einer Anzahl indischer Nahrungsmittel sind studiert 
worden von Niyogi und Mitarbeitern (1931), Basu (1936), 
Y.V. 8. Rau (1936) und Swaminathan (1937). Diese Unter- 
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sucher haben sich aber darauf beschrinkt, die EiweiBstoffe aus 
einzelnen Nahrungsmitteln zu isolieren und dann ihre Wertigkcit 
zu bestimmen. Solche Untersuchungen geben wenig Aufschluf 
tiber den Nahrwert einer Kostform, da sie die Anwesenheit yon 
NichteiweiB und anderen Bestandteilen nicht in Rechnung ziehen, 
_ Fir einzelne Nahrstoffe kénnen keine allgemeingiiltigen Werte 
gefunden werden, weil jeder wirksame Baustein die Verwerthar- 
keit jedes anderen beeinfluBt, mittelbar oder unmittelbar. Auch 
der Nichteiweifstickstoff ist von Bedeutung (Mc. Cance, 1933), 

Mc. Carrison (1932) hat mit der ,Ratten-Wachstums- 
Methode“ und bei selbstbereiteten indischen Kostformen in der 
Sihk-Diit die héchste und in der von Madras die niedrigste 
Protein-Wertigkeit gefunden. 

Wir bestimmten die biologische Wertigkeit der Eiweife in 
den Kostformen von Madras, Bombay (Parsi) und Punjab, also 
in Kostformen aus den verschiedenen Landschaften, und zwar 
unter einheitlichen Bedingungen. Denn fiir eine solche Unter- 
suchung bot das Studentenheim des Indian Institute of Science 
die giinstigste Gelegenheit, da es dort fiir die einzelnen Kost- 
formen verschiedene Tische gibt. Diese sind: Madras (vegetarisch 
und nicht vegetarisch), Mysore (vegetarisch), Bombay, Punjab, 
Bengal (nicht vegetarisch), Maratha (vegetarisch), Als Versuchs- 
personen dienten Studenten, die sich alle iibereinstimmend., 
namlich wissenschaftlich betitigten. 


Untersuchungsmaterial 

Je 1 Portion der Mahlzeit wurde im Morser zerrieben, und auf Glas- 
platten im héchstens 45° warmen Luftstrom getrocknet, dann zu einem 
feinen Pulver zermahlen. Dabei wurde sorgfiltig darauf geachtet, dab 
keine Einzelheit der Kost in der Probe fehlte. So wurde 15 Tage lang 
das Material gesammelt, damit eine zuverlissige Durchschnittsprobe fiir die 
Untersuchung vorlag. Das Trockenpulver wurde im Eisschrank aufbewahrt. 
Die Ergebnisse seiner Analyse zeigt Tab. I. 
































Tabelle I 
7, Gewiehtsteile i in oy = | Calo- Nahrungs- 
| —-_ i | i é hme 
Tisch“ | Roh- | rien | aufna 
‘ Was- | Asche | EiweiB Cellu-| Fett | KH*)| pro in § 
ser | | lose | 100 gj pro Tag 
Madras I 6,2 5,81 | 11,89 | 1,50 | 11,9 | 63,2 | 401 700 
iim 6,7 | 5,52 | 10, 75 | — | — — 650 
Bombay (Parsi) 6,3 | 5,05 | 17,60 | 3,20 | 24,3 43,6 464 670 
Punjab... . | 68 4,57 | 1862 | 410 | 236 | 47,3 | 457 700 


*) Kohlenhydrat als Differenz. 
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Aschenanalysen 
Calcium Phosphor 

Madras I 0,124 0,348 

“— 2 0,103 0,316 

Bombay 0,221 0,432 

Punjab 0,252 0,522 

Die Zahlen geben g-°/, an. 
a Calcium Phosphor 

Madras. . 5 0,308 0,385 
Bombay 10 0,343 0,382 
Punjab. . 10 0,413 0,562 











Die tigliche Nahrungsaufnahme einer Person an den yver- 
schiedenen Tischen gibt Tab. II an. 





Eingenommene Nahrung 
(Trocken-Gew.) 

a re ae 

EiweiB 

DE eee 

Kohlenhydrat . . 

Roh-Cellulose 


Calorien der aufgenommenen 


Nahrung. . . 
Calcium Ca . 
Phosphor P . 


Tabelle II 
Madras I | Madras II 
700 650 
40,7 35,9 
79,7 69,9 
83,3 ae 
442.4 - 
10,5 : 
2807 — 
0,868 0,670 
2,440 2,054 














Punjab | Bombay 
700 670 
32,0 33,8 
95,3 117,9 
165,2 162,8 
331,1 292,1 
28,7 21,4 
3200 3109 
1,764 1,481 
3,654 2,894 


Alle Werte in g, ausgenommen Calorien. 


Technik. Die experimentellen Einzelheiten fiir die Bestimmung der 
biologischen Wertigkeit der Proteine waren dieselben, wie sie der eine von 
uns (Y.V.§S. Rau) in seiner Arbeit iiber die biologische Wertigkeit der 
EiweiBe der indischen Nahrungsmittel benutzt hat. An Stelle der Glas- 
kifige wurden Glasglocken benutzt. Das Futter wurde in Glasniipfen ge- 
geben, das Wasser in sauberen Porzellanzylindern. 


Tab, III gibt die Zusammensetzung der Versuchsnahrungen mit ver- 
schiedenem EiweiBgehalt, Tab. IV die biologische Wertigkeit, die Ver- 
daulichkeit und den ,,Rein-EiweiB“-Wert der verschiedenen Nahrungen. 


10* 
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Tabelle III 
































22 eo Madras Punjab | Bombay 
Bestandteile - | 
O om om | 
ye ® j 
am canis, (ee he fine Ill I II I ill 
exwnilitc Tisehnahrung wee 100 | 44,7} 100 | 100 | 70,1 | 100 [565 
Stirke . Dae a 6 | — 6s) — 7 = | Tet lois 
Rohrzucker . 10 — P| — a = ae 10,0 
Agar-Agar . 1 —}—)| —F-|— sa. Eten 
Butterfett | plas 8 — |}|8-|—]— 8 — | 8 
Lebertran ....... 2 ~— |S iw Rue |Z ~ 1% 
Salzgemisch*). . . .. 4 —|/38 ;—]f— | 25] — | 25 
°%, N im Peniingenia 0,022 | 1,85] 0,90) 1,72] 2,23] 1,70] 2,83) | 1,63 


©), RoheiweiB (N x 6,25) | | 
"in der Trockensubstanz 0,1 11,6 | 5,68 10,75 | 13,94 10,63 17,69110,19 














*) Das Salzgemisch wurde nach der Vorschrift von Osborne und 
Mendel bereitet (1919). 
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Tabelle IV 

~~ oo = ey 
tx | 2 .| Biologische Wertigkeit]/24 | 2 |3_ 

2 3° |gs° in °/, B22] 9 2] BF 
Kostform wa 8&0 Jaa & ge iiss .l|ae 
Sgqgloq| J -§ 8/se48].° 
ie te | | ise |=e | 

cs} 1/2;8/4/5;6 jam 2 |r 

| = 
Bombay (Parsi) | 2,83 | 18 | 72/77/65|70/ 76/641 71 85 | 106 
. “ 1,63 | 10 | 88/91/98/94/90}94] 92 98 9,1 
Madras I*). . | 1,85] 12 | 54|/47/32/31/35/35] 39 18 | 35 
» LL... | 090] 5 | 80/42/67/69/61/73] 65 55 | 1,9 
» IL... | 1,72] 10 | 68] 78 | 57 69/73/68] 69 66 | 4,9 
Punjab. . . . | 2,23 | 14 | 90/80/76/--|80|73] 80 87 | 9,5 
» «++ «+ | 1,70] 10 | 74] 79] 78/85! 72/82] 78 88 | 6,9 








*) In diesem Versuch wurde KaffeeaufguB zugegeben. 
**) Unter dem ,,Rein-Eiwei8“-Wert wird der zum Aufbau von Gewebs- 
eiweiB verwendete Teil des zugefiihrten Roh-EiweiBes verstanden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Nach Tab. I ist der EiweiBgehalt der Bombay- und Punjab- 
Kost etwa 11/, mal so groB und ihr Fettgehalt etwa 2 mal so 
groB wie der der Madras-Kost. Das rihrt daher, daB der Haupt- 
bestandteil der Madras-Kost der Reis ist, der sehr wenig Hiweid 
und Fett enthalt, vor allem, wenn er stark geschliffen ist. Dagegen 
enthalten Bombay- und Punjab-Kost Fleisch, Kier, Milch, Milch- 
produkte und Weizen, also reichlich KiweiBtriiger, AuBerdem 
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ist der Calciumgehalt der Bombay- und Punjab-Kost etwa 2 mal 
so groB und der Phosphorgehalt ein wenig gréBer als in der 
Madras-Kost. Natiirlich spielt die Verdaulichkeit der Nahrung 
auch eine wichtige Rolle. In dieser Richtung bereits aufgenommene 
Untersuchungen sollen spiter mitgeteilt werden. 

Nach Tab. II ist die tigliche Kohlenhydratzufuhr bei der 
Madras-Kost gréBer als bei der Bombay- und Punjab-Kost. In 
allen 3 Fallen wird jedoch die nétige Calorienzahl erreicht. 

Nach Tab. IV hat die Punjab-Kost, wie sie im Studenten- 
heim geboten wird, die héchste biologische Wertigkeit, nimlich 80. 
(hr schlieBt sich die Bombay-Kost mit einer biologischen Wertig- 
keit von 71 an, und zuletzt kommt die Madras-Kost mit 39—69. 
Venn der KiweiBgehalt auf 10°/, vermindert wird, bleibt die 
biologische Wertigkeit der Punjab-Kost dieselbe, wihrend die der 
Bombay-Kost von 71 auf 92 ansteigt. Bei demselben Eiweif- 
gehalt von 10°/, hat also die Bombay-Kost die héchste, die 
Madras-Kost die niedrigste biologische Wertigkeit (93 bzw. 69). 

Bei Madras-Kost I wurde Kaffee dazugegeben und dabei die 
biologische Wertigkeit zu 39 bestimmt, bei Madras II ohne Kaffee 
zu 68. Dies laBt daran denken, daB der Kaffee bei den Ratten 
toxisch gewirkt hat. 

Im Vergleich zu Parsi und Punjab besitzt die Madras-Kost 
eine niedere biologische Wertigkeit, obgleich sie zum gréBten 
Teil aus Reis mit der hohen biologischen Wertigkeit von 83 
besteht. Dies zeigt deutlich, daB auch andere Faktoren als die 
Zusammensetzung des Nahrungs-EiweiBes seine biologische Wertig- 
keit beeinflussen. In diesem Zusammenhang mag an die Beob- 
achtung von Paul und Singh(1938) erinnert werden, die allgemein 
einen Gewichtsanstieg bei Ratten fanden, wenn eine an Calcium 
arme Madras-Diat mit Calcium erginzt wurde. Weitere Versuche 
hieriiber sind im Gange. 

Gewoéhnlich ist die Kost an den verschiedenen Tischen des 
Studentenheims des Indian Institute of Science sehr viel reich- 
haltiger zusammengestellt als dies bei der Kost des einfachen 
Mannes der Fall ist. Der Tagespreis an den verschiedenen Tischen 
schwankte von 11 As. (Madras) bis zu einer Rupie (Bombay oder 
Punjab). Wir haben die Absicht, die Untersuchungen auf die 
Kost armer Volksklassen auszudehnen und sammeln dafiir 
Zahlenangaben iiber den Verbrauch verschiedener Nahrungsmittel 
wie Friichte, Gemiise, Hiilsenfriichte u. a.m. pro Kopf bei den 
verschiedenen Kostformen. 
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Zusammenfassung 


Es wurde die biologische Wertigkeit der EiweiBe in der 
Kost von Madras, Bombay (Parsi) und Punjab, die im Studenten- 
heim des Indian Institute of Science gesammelt werden konnten, 
mit der von Mitchell angegebenen Stickstoff-Bilanzmethode an 
erwachsenen weiBen Ratten bestimmt. 

Ks wurden der Verdaulichkeits-Koeffizient sowie der ,,Rein- 
KiweiBb“-Wert der verschiedenen Kostformen bei verschiedener 
Hohe der Eiwei8zufubr berechnet. 

Die Bombay-Kost (Parsi) hat die héchste biologische Wertig- 
keit, den héchsten Verdaulichkeits-K oeffizienten und ,,Rein-Eiweib“- 
Wert bei einem EiweiBgehalt von 10°/,. Die hohen Werte kommen 
zustande durch den hohen Gehalt dieser Kost an tierischem Eiweil, 
Milch und Milchprodukten. An zweiter Stelle kommt die Punjab- 
Kost, an letzter die von Madras. 

Die Madras-Kost ist im Vergleich mit den beiden anderen 
arm an EiweiB und Calcium. Sie hat bei verschiedener Hohe der 
EKiweiSzufubr nur die niedere biologische Wertigkeit von 39—69. 


Wir danken Herrn Dr. V. Subrahmanyan fiir sein férderndes 
Interesse an dieser Arbeit. Der Regierung von Madras danken wir 
fiir ein Stipendium an den einen von uns (V. R.). 
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Uber das Schicksal der 12-Keto-3-cholensiure 






























> an im Kaninchenorganismus 
0 und die Synthese des Dehydronorcholadiens 
vC1n- 
Von 
ener 


Tanenao Mori 


rtig- 

1h (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan) 
men (Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1939) 
reib, 

jab- 


Uber die Frage der Herkunft bzw. des Bildungschemismus 
der Gallensiuren im Tierorganismus herrscht heute noch Un- 
ie stimmigkeit. Durch die bisherigen Untersuchungen im hiesigen 
Institut ist aber die Annahme wabrscheinlich gemacht worden, daB 


69, ' | 

Ergosterin, Dehydrocholesterin bzw. ihre Bestrahlungsprodukte 
ides im Tierorganismus unter gewissen Veranderungen in gewodhnliche . 
wir Gallensiuren verwandelt werden’), Wenn das aber der Fall 


ist, so bleibt unter anderem noch die wichtige Frage nach der 
Hydratisierung der Doppelbindung der Sterine. 

Nun habe ich in der vorliegenden Untersuchung 12-Keto- 
3-cholensiiure, die aus Desoxycholsiure in der bekannten Weise *) 3 
dargestellt wurde, normal gefiitterten Kaninchen intravenés ver- ‘ 
abreicht. Aus 60,5 Liter Harn wurden insgesamt 3,1 g ungepaarte 
Desoxycholsiiuren (als Eisessigcholeinsiuren) erhalten, was un- 
gefihr 10°/, der verabreichten Menge 12-Keto-3-cholensiure 
entsprach. Aus diesem Ergebnis kann man vielleicht folgern, 
daB die hier erhaltene Desoxycholsiure (II) wohl zum Teil aus 
der verabreichten 12-Keto-3-cholensiuren (I), nicht aber ganz von 
der im Kaninchenorganismus bereits vorgebildeten Glykodesoxy- 
cholsiiure herstammt, da die Ausbeute an dieser Siure im Harn 
ziemlich groB war, was weiter verfolgt werden mu. Bereits 


ing, 


1) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. 
IT. Kazuno, Diese Z. 239, 67 (1936); 244, 167 (1936). 
*) K. Yamasaki u. K. Kyogoku, Diese Z. 233, 29 (1935); 285, 43 ; 
(1935); K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 (1937); 250, 253 (1937). 
*) T.S. Sihn, Diese Z. im Druck. 
*) K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 (1937). 
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friiher konnten 8. Miyazi*) und C. H. Kim®) aus dem Harn yon 
Kaninchen, denen f#-Dehydrohyodesoxycholsiure, Dehydrochol- 
siure und Dehydrodesoxycholsiure einverleibt wurden, #-3,6-Di- 
oxyallocholanséiure und Desoxycholsiure gewinnen. Diese Er- 
gebnisse weisen darauf hin, daB die Carbonylgruppe in der Stellung 
am C,, der 12-Ketocholensiure im Kaninchenorganismus zu einer 
sekundaren Alkoholgruppe reduziert werden kann. 

Aus der Galle von Kaninchen, die wiihrend der Versuche zugrunde 
gingen, wurde auBer der Desoxycholsiiure keine einheitliche Gallensiiure 
erhalten, die zum Teil von der verabreichten Ketocholensiure herstammen 
kénnte. 

Bei der Darstellung der Ketocholensiure aus a-3-Oxy-12-keto- 
cholansiure (I) wurde ein ungesiittigter Kohlenwasserstoff von der 
Formel C,,H,, (III) erhalten. Durch katalytische Hydrierung 
wurde dieser unter Aufnahme von 2 Mol Wasserstoff in Dehydro- 
norcholan ‘*) (IV) verwandelt. Der 2 fach ungesittigte Kohlenwasser- 
stoff C,,H,, wird daher als Dehydronorcholadien (III) bezeichnet. 
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Beschreibung der Versuche 


I. Tierversuch mit 12-Keto-3-cholensaure. 12-Keto-3-cholensiure 
wurde nach der Vorschrift von K. Kyogoku‘) aus 3- Acetoxy-12-keto- 
cholansiure gewonnen. Die so erhaltene Ketocholensiure wurde in einer 





5) Diese Z. 254, 104 (1938). 6) Diese Z. 205, 267 (1938). 
”) H. Wieland u. V. Wiedersheim, Diese Z. 186, 229 (1930). 
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diquivalenten Menge n/10-Natronlauge gelést, in der sie ziemlich schwer 
léslich war und als 0,5—1,0°/,ige Lésung zum Versuch verwendet. 

2—3 cem dieser Liésung wurden in die Ohrvenen von gesunden 
Kaninchen (2,0—2,5 kg Kérpergewicht) tiglich einmal eingespritzt. 35 g¢ 
Ketocholensiure wurden 68 Kaninchen einverleibt, die mit einer bestimmten 
Menge ,,Okara“ aus Sojabohnen gefiittert worden waren. 

Der angesammelte Harn (alkalisch; spez. Gew. 1,010—1,050) belief sich 
auf 60,5 Liter. Er wurde mit dem elektrischen Féhn vollstindig getrocknet 
und mit siedendem absolutem Alkohol erschépfend extrahiert. Der Alkohol- 
extrakt wurde eingeengt, mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und unter 
Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiure mit Petrolither geschiittelt, um ihn von 
Fett zu befreien. 

Die wiBrige Alkoholschicht wurde mit einer 2°/,igen Ammoniak- 
lésung neutralisiert und auf dem Wasserbad von Alkohol und Petrolither 
befreit. Dann wurde unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure ausgeithert. 
Die dabei ausgefillte schmierige Masse wurde in verdiinnter Ammoniak- 
léisung gelést und nach nochmaligem Ansiuern ausgeithert, wobei wieder 
zwischen beiden Schichten eine Masse ungelést blieb. Diese Behandlung 
wurde noch einige Male wiederholt. Die vereinigten Atherausziige wurden 
mit Wasser gewaschen und dann mit verdiinnter Ammoniaklésung durch- 
geschiittelt. 

Der ammoniakalische Auszug wurde auf dem Wasserbad von Ather 
betreit und mit einer 10 °/,igen Bariumchloridlésung gefillt. Die Barium- 
fillung wurde mit Alkohol erschépfend extrahiert und die alkoholische 
Lésung vollstindig abgedampft. Der Riickstand wurde mit einer 5 °/,igen 
Sodalésung gekocht und nach dem Filtrieren mit verdiinnter Salzsiure 
ausgef allt. 

Die getrocknete Fillung wurde im 5 fachen Volumen Eisessig geldst 
und stehen gelassen, wobei sie zu Krystallen erstarrte. Die abgesaugte 
Siiure (2,6 g) wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Schmelzp. 145°. 
Sie zeigte mit reiner Kisessigcholeinsiure keine Schmelzpunktsdepression. 
Liebermann-Reaktion gelb-orangerot. 


Spezifische Drehung: 61,6 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 2 dm 

a = + 0,62°% [a]??? = + 51,94°. 

4,250 mg Subst.: 10,748 mg CO,, 3,798 mg H,0. 
U,,Hy,0,-C,H,O, Ber. C 68,97 H 9,80 Gef. C 68,97 H 10,00. 


Die zur Identifizierung dargestellte Xylol-choleinsiiure und der Di- 
formylester gaben mit Vergleichspriparaten keine Schmelzpunktsdepression. 

Die Desoxycholsiure wurde auch aus den anderen Fraktionen, be- 
sonders aus dem von der oben erwahnten Bariumfillung getrennten Filtrat 
gewonnen. Die gesamte Ausbeute betrug 3,1 g, was ungefihr 10 °/, der 
verabreichten Menge 12-Keto-3-cholensiiure entspricht. 


II. Galle von den mit 12-Keto-3-cholensaure behandelten 
Kaninchen. 120ccm mucinfreie Galle aus 41 Blasen wurden auf die 
iibliche Weise mit 12 g Kaliumhydroxyd hydrolysiert. Das Hydrolysat 
wurde mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Die Fillung (9 g) wurde direkt 
aus Kisessig umkrystallisiert, wobei in der Hauptsache Desoxycholsiure 
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auskrystallisierte (Ausbeute 4g). Aus dem Filtrat der krystallisierten Siiure 
wurden noch weitere 0,6 g Desoxycholsiure erhalten, die durch Analyse 
und Darstellung des Diformylesters identifiziert wurden. 


III. Synthese des Dehydronorcholadiens. 5g 8-Oxy-12-keto- 
cholansiiure wurden im Hochvakuum bei etwa 165° geschmolzen; die 
Badtemperatur wurde dann allmihlich auf 250—280° gesteigert. Nach 
50 Minuten langem Erhitzen wurde sie weiter auf etwa 300° und schlieb. 
lich auf 350—3870° gesteigert, wobei eine hellgelbe Masse destillierte. 

Das Destillat wurde in Alkohol aufgenommen, wobei 0,5 g einer 
alkoholunléslichen Masse erhalten wurden. Aus der alkoholléslichen Frak- 
tion wurden 2,7 g 12-Ketocholensiiure vom Schmelzp. 176—178° gewonnen. 
Die alkoholunlésliche Masse wurde mehrmals aus Essigiither umkrystalli- 
siert. Plittechen vom Schmelzp. 107°. Sie lésen sich in Alkohol sehr schwer, 
in Essigiither ziemlich leicht. Sie sind ungesittigt, addieren Brom und 
entfiirben Permanganatlésung. 


3,839 mg Subst.: 12,487 mg CO,, 3,732 mg H,0O. 
CH. Ber. C 88,95 H 11,05 Gef. C 88,71 H 10,88. 


0,1 g Dehydronorcholadien in 9 ccm Eisessig wurden mit 20 mg Platin- 
oxyd (nach Adams) und Wasserstoff geschiittelt, wobei sich unter Auf- 
nahme von 2 Mol Wasserstoff Nadeln abschieden. Diese wurden unter 
Erwiirmen vom Platin abfiltriert und im Eisschrank einige Tage lang stehen 
gelassen, wobei sich lange prismatische Nadeln abschieden. Sie wurden 
einige Male aus Eisessig umkrystallisiert und schmolzen bei 66—68°. In 
allen Eigenschaften Ubereinstimmung mit dem Dehydronorcholan von 
Wieland®). 


Qs 
vt 


3,693 mg Subst.: 11,920 mg CO,, 3,975 mg H,0. 
Cos Hes Ber. C 87,82 H 12,18 Gef. C 88,03 H 12,05. 
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Uber die Dioxymaleinsadureoxydase 
Von 
I, Banga und E. Philippot 


Mit 3 Figuren im Text 


(Franqui Lehrstuhl am Exp. Therapeutischen Laboratorium der Universitat Liittich) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1939) 


Die Pflanzenatmung ist, entsprechend ihrer geringen Intensi- 
tit, nur schwer analysierbar. Wir kennen wohl aus dem Pflanzen- 
reich einige Oxydasen ohne aber ihren Zusammenhang mit der 
Atmung zu verstehen. 

Das am meisten bekannte pflanzliche Oxydationsferment ist die 
Polyphenoloxydase, die, wie A.Szent-Gyorgyi zeigte'), o-Dioxy- 
phenole zu o-Dichinonen oxydiert. Dieses weitverbreitete Ferment 
ist in neuerer Zeit durch Kubowitz’) und Keilin’) isoliert und 
als Cupro-Proteid erkannt worden. Nahe verwandt ist auch die 
Lactase, die in neuester Zeit durch Keilin und Mann‘) eben- 
falls als Cupro-Proteid erkannt wurde. 

Es liegt an der Hand daran zu denken, daB diese Fermente 
Glieder eines Oxydationssystemes darstellen, in dem der vom 
Nihrstoff mobilisierte Wasserstoff durch das Chinon ,,acceptiert“ 
und dann durch die Oxydase oxydiert wird. Wir haben aber 
keinen Beweis, daB diese Oxydasen tatsichlich an der Atmung 
beteiligt sind. Andererseits aber spricht vieles gegen eine solche 
Rolle. Erstens ist dieses Ferment nur etwa in der Hilfte der 
Pflanzen vorhanden, obgleich alle Pflanzen atmen. Zweitens geht 
(ie Verteilung des Fermentes in der Pflanze nicht mit der In- 
tensitit der Atmung parallel. So finden wir z.B. eine sehr 
intensive Oxydase im Inneren der Kartoffel-Knollen, wo unter 
physiologischen Bedingungen praktisch kein Sauerstoff vorhanden 
sein kann, wenn das Gewebe O, verbraucht. Drittens sind 
Chinone chemisch zu reaktiv. Sie sind gewaltige Oxydations- 
mittel, die stark oxydieren und das Protein gerben. Viertens 
kann nur ein minimaler Bruchteil des Fermentes in den meisten 
Pflanzen wirken, was den Gedanken nahe legt, daB das Ferment 
unter natiirlichen Umstinden vielleicht gar nicht wirkt und eine 
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ganz andere Bedeutung hat. In den intakten Pflanzen finden 
wir nimlich keine Chinone. Das Bestehen von meBbaren Mengen 
Chinon wire mit dem Leben nicht vereinbar. Wiirde das Ferment 
der Pflanzen z. B. die Polyphenoloxydase der Kartoffeln in vivo 
wirken, so miiBte man annehmen, da die Chinone mit gleicher 
Geschwindigkeit reduziert, als gebildet werden. Dies wiirde aber 
einer sehr intensiven Atmung entsprechen, die nicht vorliegt. 
Der Grund der Abwesenheit der Chinone kann nur der sein, daB diese 
nicht gebildet werden und in der intakten Pflanze die Polyphenol- 
oxydase nicht auf das Polyphenol einwirkt. Wie A. Szent- 
Gyoérgyi mit Vietorisz®) zeigte, tritt das System mit der Bildung 
von Chinonen erst in volle Aktion, wenn die Pflanze beschiidigt 
wird. Diese Beobachtung legt den Gedanken nahe, daf das 
Fermentsystem gar nicht mit der Atmung, sondern mit der Be- 
schidigung, mit der Abwehr und der natiirlichen Immunitit der 
Pflanze zusammenhingt. Wird die Zelle beschidigt, so tritt das 
Polyphenoloxydase-System in Aktion und das entstehende Chinon 
tétet den beschidigenden Mikroorganismus und die Gerbung des 
Proteins schlieBt die Pforte der Invasion. In letzter Zeit fand 
M. Florkin®) in diesem Laboroatorium eine experimentelle 
Stiitze fiir diese Auffassung*). 

Vor einigen Jahren wurde von A. Szent-Gyérgyi’) eine 
Ascorbinsiiureoxydase beschrieben. Dieses Ferment ist aber zu 
wenig verbreitet, um eine allgemeine Bedeutung in der Pflanzen- 
atmung zu haben. 

Zusammenfassend liBt sich also sagen, daB wir nicht iiber 
die Frage unterrichtet sind, durch welche aerobe Oxydase der 
Sauerstoff in das Atmungssystem der Pflanze eintritt. Ebenso- 
wenig verstanden wir, warum eben Diphenole und Ascorbinsiure eine 
Oxydase haben. Aus diesem Grunde wurde durch das Laboratorium 
zu Szeged’) der Mechanismus der Metallkatalyse der dehydrie- 
renden Autoxydation untersucht. Hierbei zeigte sich, daf die 
Dienol-Gruppe mit einer Doppelbindung zwischen den COH- 
Gruppen eine ganz besondere Bedeutung bei einer solchen Kata- 
lyse hat. Diese Bindung ist aber wegen ihrer geringen Stabilitat 





*) Es scheint nicht ausgeschlosssen, daB auch andersartige Oxydations- 
fermente, wie das Schardinger Ferment, der Immunitit dienen. Méglicher- 
weise ist die Immunitit der Milch gegen Coli-Infektion diesem Ferment 
zuzuschreiben. Coli bildet Aldehyd und Aldehyd wird durch das Ferment 
unter Peroxydbildung oxydiert. Das H,O, kénnte bacterizid wirken. Der 
Milchsiurebacillus bildet kein Aldehyd, wiichst also frei in der Milch. 
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sehr selten. Wir finden sie im Brenzcatechin, in dem sie durch 
den aromatischen Ring stabilisiert ist. Wir finden sie in der 
Ascorbinséure, in der sie die Anhydridkette stabilisiert. Dies 
erklart, warum die Natur sich dieser beiden Substanzen als Sub- 
strate bei Oxydationen bediente. Es gibt aber auch noch eine 
dritte, nicht unseltene Substanz, die diese Bindung enthilt: Die 
Dioxymaleinsdure (DMS.) in der die dienolische Bindung durch 
die beiden benachbarten endstandigen COOH-Gruppen stabilisiert 
ist. Dies veranlaBte uns*) zu untersuchen, ob in den Pflanzen ein 
Oxydationsferment fiir diese Substanz, eine Dioxymaleinsiure- 
oxydase (DMO.) vorhanden ist. Es wurde in verschiedenen Pflanzen 
solch ein Ferment gefunden. In der vorliegenden Untersuchung 
wird die weite Verbreitung dieses Fermentes nachgewiesen. Von 
25 untersuchten Pflanzen wurde es in allen gefunden. Es hat 
den Anschein, daB dieses Ferment die grundlegende Oxydase der 
Pflanzen ist, die Pforte, durch die der Sauerstoff in die Pflanzen- 
atmung eintritt. Das Oxyd der DMS. ist ein Diketon, ist also 
kein so gefahrliches Oxydationsmittel, wie das Chinon. 

Ks kénnte eingewendet werden, daB DMS. bis jetzt in den 
Zellen noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen wurde. Der Nach- 
weis dieser Substanz ist aber iuBerst schwierig und es kann auch 
nicht erwartet werden, daB sie sich in groBer Konzentration in 
der Zelle vorfindet, da sie in freiem Zustande sehr labil ist. Die 
geringe Menge der an das Ferment gebundene DMS. kénnte 
durch Adsorption stabilisiert sein. Andererseits kann auch aus 
dem Grunde keine héhere Konzentration der DMS. erwartet 
werden, weil sie andere Fermente, wie die Polyphenoloxydase 
(M. Florkin und G. Bosson?®)] hemmt. DMS. ist den bekannten 
Pflanzensiiuren, Bernsteinsiiure, Apfelsiure, Zitronensiure nahe 
verwandt und kann aus diesen durch Oxydation gebildet werden *). 

Ks scheint nicht unwahrscheinlich, daB sich die Succino- 
dehydrase phylogenetisch aus der DMO. entwickelt hat, indem 
die Natur die hochaktive und labile DMS. mit der irreaktiven 
Bernsteinsiure plus Aktivator, Succinodehydrase ersetzte. 


Verteilung der DMO. 


__Methodisches. Die Pflanze wurde in einem Mérser verrieben, durch 
ein Tuch gepreBt. 2 ml des Saftes wurden in einen 50 ml Erlenmeyer- 
kolben eingetragen. Zugesetzt wurde ferner 2 ml py 4, m/5-Acetatpuffer, 


__ *) Es scheint nicht ausgeschlossen, daB in der Pflanze Ascorbinséure 
sich aus DMS. durch einseitige Decarboxylierung und Kondensation mit 
Glycerinaldehyd bildet. 
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0,5 ml m/10-alkoholische DMS. und 0,5 ml Wasser. Aus dieser Mischung 
wurde unmittelbar 1 ml entnommen und nach Zugabe von Stirkelésung 
(1 ml) und 2 ml m/5-Essigsiure mit m/100-Jodlésung titriert*). Der Rest 
der Mischung wurde stark geschiittelt und dann eine entnommene Probe 
nach verschiedenen Zeitabschnitten in gleicher Weise titriert. 

In der Tab. I ist die oxydative Wirkung verschiedener Sifte mit 
Kreuzen angegeben. 4 Kreuze bedeuten, daB von den zugesetzten 7,4 mg DMS, 
in 2 Minuten 5 mg wegoxydiert wurden. 1 Kreuz bedeutet den Schwund 
von 0,5 mg in 2 Minuten. 

Bei dem entsprechenden p,, autoxydiert die DMS. nur sehr 
langsam. Es ist wichtig fiir die Versuche stets eine frische 
DMS.-Lésung zu verwenden, da sich geliéste DMS. bei Zimmer- 
temperatur schnell zersetzt. Zwei Zersetzungsvorgiinge gehen 
vor sich. Wir finden, daB nach 3stiindigem Stehen das Ferment 
ungefaihr nur halb so stark auf die DMS. einwirkt. Diese Um- 
setzung der DMS. ist nicht mit einem Abfall des Jod-Titers 
verbunden, entspricht also wahrscheinlich einer sterischen, trans- 
cis-Umlagerung. In 24 Stunden verschwindet auch das Reduktions- 
vermégen. In wiBriger Lésung liuft diese Umsetzung noch be- 
deutend schneller ab. Dieser Schwund der DMS. ist nicht an 
O, gebunden, da er auch in vacuo mit gleicher Geschwindigkeit 
vor sich geht. 

Die Aktivitat der DMO. ist in den meisten Pflanzen sehr 
hoch. 0,1 ml des Saftes von Sauerampfer oxydiert in 5 Minuten 
5 mg DMS., was ungefahr dem Doppelten seines eigenen Trocken- 
gewichtes entspricht. 

Man kénnte einwenden, daB die Methode nicht spezifisch 
ist und der Schwund des DMS.-Titers auch die Wirkung einer 
Polyphenoloxydase sein kénnte. Oxydiert eine Polyphenoloxydase 
ein Phenol zum Chinon, so muB dieses Chinon wieder die DMS. 
oxydieren und also kénnte die Polyphenoloxydase eine DMO. 
vortauschen. Dies ist aber nicht der Fall, denn wire dem %0, 
so miiBte die Ascorbinsiure in gleicher Weise oxydiert werden. 
Diese Substanz wird aber nur in wenigen Pflanzen angegriffen, die 
meistens auch keine Polyphenoloxydase enthalten. Weiterhin 
kann das Ferment aus dem Pflanzensaft mit 5fachem Vol. Aceton 
gefallt und so oder durch Dialyse von Polyphenol befreit werden. 
In Abwesenheit des Phenols wirkt Polyphenoloxydase nicht au! 
DMS., die von Polyphenol befreiten Sifte behalten aber ihre 
Wirkung auf DMS. 





*) 1 Mol DMS. reduziert 2 Atome Jod. Gebraucht wurde Schering: 
Kahlbaums DMS. 











chung 
sung 
Rest 


Probe 


2 mit 
DMS. 


wund 


sehr 
ische 
mer- 
ehen 
ment 
Un- 
iters 
‘alls- 
ons- 
- be- 
; al 
skeit 


sehr 
uten 
ken- 


fisch 
iner 
dase 
MS. 
MO. 

SQ, 
den. 

die 
rhin 
eton 
den. 

aut 
ihre 


ring- 





Uber die Dioxymaleinsiureoxy dase 151 


Also ist die Oxydation der DMS. keine Funktion der Poly- 
phenoloxydase und auch nicht der Ascorbinsiiureoxydase, welches 
letztere Ferment in den meisten Pflanzen ganz fehlt. Die DMO. 
ist ein spezifisches auf Substrat eingestelltes Enzym. 

Alle Pflanzensaifte wurden auch auf die Gegenwart von 
Ascorbinsiureoxydase untersucht, indem an Stelle der DMS. 
Ascorbinsiure zugefiigt wurde. Die Werte sind in der Tabelle 
wie bei DMS. angegeben. 

Auf die Gegenwart von Polyphenoloxydase wurde, unter Zugabe 
einer geringen Menge Brenzcatechin, mit Guajak gepriift. Der positive 
Ausfall der Reaktion ist in der Tab. [ mit einem Kreuz angegeben. 

Tabelle I 


Verteilung der Oxydasen in verschiedenen Pflanzen 














N Dioxy- Ascorbin- Poly- 
ame i < 
und wissenschaftliche Bezeichnun maleineiure-} siure phenol- 
8 oxy dase oxydase | oxydase 

Gras, Lolium perennel, Blatt... . +++ 0 + 
Endivie, Lactuea searola, Blatt . . . ++ 0 + 
Sellerie, Apium graveolens, Blatt . . ++ 0 +- 

” ” Knolle. . + 4. +} 0 4 
Porree, Allium porrum, Blatt... . ++ 0 0 
Runkelriibe, Beta vulgaris, Knolle. . ++ 0 + 
Sauerampfer, Rumex acetosa, Blatt. . ++++ 0 + 
Zwiebel, Allium cepa, Blatt... . . +++ 0 0 

¥ o> ~ ME ss +++ 0 0 
Lattich, Lactuca sativa, Blatt... . +++ + + 
Kresse, Nasturtium officinale, Blatt . ++++ 0 0 
Petersilie, Petroselium hortense, Blatt ++ 0 0 
Bohne, Phaseolus vulgaris, Hiilse . 0 0 
Ackersalat, Valeriana olitoria, Blatt . + + 0 + 
Weibe Riibe, Brassica napus, Blatt . +++ 0 0 
4 * ‘ »  Knolle. +++ 0 0 
Schwarzwurzel, Tragopogon porrifolius, 

bist, A Eee 0 + 
Schwarzwurzel ,Tragopogon porrifolius, 

nuit oe ee eT ee eee -++++ 0 + 
Kerbel, Anthiscus serefolium, Blatt . +++ 0 + 
Gurke, Cucumis sativus, Obst . ++ +++ 0 
Blumenkohl, Brassica oleracia . fe feo + 0 
Kohl, Brassica oleracia, Blatt . t++++ + 0 
Radieschen, Raphanus sativus, Knolle +++ 0 0 
Spinat, Spinarcia oleracia, Blatt. . . ett 0 a 
Paprika, Capsicum annuum, Obst +++ 0 0 
Schwertlilie, Iris germanica, Blatt . + 0 0 
Cichorie, Cichorium intybus, Blatt . . + 0 5 
4 ” * Wurzel . ae + 
Kartoffel, Solanum tuberosum, Blatt . ++++ 0 2 

‘9 ‘ - Knolle + 0 . 
Mohrriibe, Daucus carotta, Blatt . ++ 0 - 

’ y . Wurzel . + 0 + 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB alle untersuchten Pflanzey 
eine DMO. enthalten. Eine Ascorbinsiureoxydase fanden wir 
unter 25 Pflanzen nur in 4. Polyphenoloxydase findet sich jp 
etwa der Halfte*). 


Einige Eigenschaften der DMO. 


Der Saft der Pflanzen behalt seine Aktivitit im Eisschrank 
lingere Zeit. Der Saft von Sauerampfer und Kresse behielt seine 
Aktivitit wihrend 3—4 Wochen unveriindert. In einigen Siiften 
beobachtet man beim Stehen sogar eine Zunahme der Aktivitiit, 
Wird der Saft durch Dialyse gereinigt, so verliert er seine Stabi- 
litat und wird schon in einigen Stunden inaktiv. Im Pflanzen. 
gewebe selbst haben wir aber oft einen Schwund der DMO. bei 
Lagerung beobachtet. Es ist also wichtig bei vergleichenden Ver- 
suchen mit mdglichst frischen Pflanzen zu arbeiten. 

Durch Zentrifugieren kénnen die Siifte ohne Verlust der 
Aktivitit geklart werden. Beim Stehen bildet sich ein ausgiebiger 
inaktiver Niederschlag, der ebenfalls ohne Verlust abgeschieden 
werden kann. 

Durch 5faches Vol. Aceton kann das Ferment bei einigen 
Pflanzen ohne Verlust seiner Aktivitit abgeschieden werden (z. B. 
Kresse, Petersilie, Spinat). Bei den meisten Pflanzen aber beob- 
achtet man nach Prazipitierung (sowie nach Dialyse) eine Ver- 
minderung der Aktivitiit, die sich maximal an 50°/, nahert, die 
aber nicht einer Inaktivierung des Fermentes, sondern der Ent- 
fernung der Phenole zugeschrieben werden muB (vgl. Mechanismus 
der Wirkung). 

Das Aceton-Prizipitat kann auch getrocknet werden, biibt 
aber hierbei und beim Stehen langsam die Wirksamkeit ein. 

Die Michaeliskonstante des Enzymes konnte nicht bestimmt werden, 
da die maximale Geschwindigkeit sich wegen der schwachen Léslichkeit 
der DMS. nicht feststellen 1aBt. Die DMS. ist in reinem Wasser nur sebr 


wenig ldéslich. Aus diesem Grunde haben wir die Siure stets in Alkohol 
gelést und diese alkoholische Lisung dem Wasser zugesetzt. Um grifere 





*) S.S.Zilva fand bei Bohnen, Mohrriiben, Kresse und Spinat 
einen Schwund von Ascorbinsiure, obwohl wir bei diesen Pflanzen keine 
Ascorbinsiiureoxydase nachweisen konnten. Dieser Forscher arbeitete aber 
ohne Schiitteln mit langen Zeitriiumen. Unter diesen Umstiinden kénnen 
wir auch einen Schwund finden. Solch ein Schwund beweist aber nicht 
das Bestehen einer Ascorbinsiureoxydase. 

Die lingste Beobachtungsdauer war bei den in der Tab. I wieder 
gegebenen Versuchen 10 Minuten. 














lanzen 
nD wir 
ich ip 


shrank 

seine 
Siften 
bivitiit, 
Stabi- 
nzen- 
O. bei 


1 Ver- 


t der 
ebiger 
vieden 


inigen 
(z. B. 
beob- 
- Ver- 
t, die 
 Ent- 
ismus 


biibt 
i8 


erden, 
ichkeit 
r sebr 
lkohol 


roBere 


Spinat 
keine 
2 aber 
onnen 
nicht 


jieder- 

















Uber die Dioxymaleinsiureoxydase 153 


Konzentration der Siure zu erreichen, mu8 also auch mehr Alkohol zu- 
«esetzt werden, der das Ferment hemmt. Diese Alkoholhemmung macht 
die Bestimmung der Kinetik etwas unsicher. Immerhin aber wurde gefunden, 
daB die Geschwindigkeit der Oxydation sich bei variierter DMS.-Menge dem 
Typus einer monomolekularen Reaktion nihert. 

Bei variiertem p,, verhilt sich die DMO. verschiedener 
Pflanzen 2 Haupttypen entsprechend. Der eine Typus ist der 
des Sauerampfers, der bei p, 4,1 ein scharfes Optimum zeigt. 
Der andere Typus, der der Kresse, zeigt bei steigendem Py eine 
zunehmende Aktivitat. Die p,-Kurve beider genannter Pflanzen 
ist in beistehender Fig. 1 angegeben. Ordinate bedeutet oxydierte 
DMS. in ml m/100-J.-Aquivalente. Beide Kurven sind in Acetat- 
puffer m/12,5 aufgenommen. In Phosphat zeigt das Ferment bei 
allem p,, eime geringe Aktivitét, wird also durch diesen Puffer 
im/15) stark gehemmt. 





10 
a9 





Verschwundene DMS. in mg/ccm in 2 Minuten 








x-—-—---— x Sauerampher: 1 mit Acetatpuffer, 2 mit Phosphatpuffer 
© o Kresse: - 4 a » -E = 


Die DMO. des Spinats und der Kartoffeln entspricht dem 
Typus des Sauerampfers. Die DMO. von Gras, Gurke, Blumen- 
kohl, Kohl, Kerbel, Petersilie, Radieschen, Schwarzwurzel, Schwert- 
lilie und der Mohrriibe entsprechen dem Typus der Kresse. 

Die DMO. des Sauerampfers wird bei p, 1 in einigen 
Minuten, bei p,, 2 und 12 in einigen Stunden inaktiv. Zwischen 3 
und 11 ist das Ferment stabil. 

Bei 100° verliert das Enzym in 10 Minuten seine Aktivitat 
vollstiindig. Wird der Saft (Sauerampfer und Kresse) verascht, 
der Rest in Salpetersiiure gelést, abgedampft, gegliiht, dann bei 
entsprechendem p,, gelist, so ist die Aktivitét verschwunden, als 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 11 
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Zeichen dafiir, daB die beobachtete Fermentwirkung nicht de 
katalytischen Wirkung anwesender freier Metalle zugeschrieben 
werden kann. 

Mechanismus der Oxydation 


Autoxydiert sich DMS., so bildet sich ein Peroxyd. Dies 
kann mit H. Wielands Ceriumreagens nachgewiesen werden. 
Setzt man Guajak und Peroxydase zu, so erscheint eine schwache 
Blaufarbung im Augenblick, wo die letzte Menge der DMS. oxy- 
diert ist, da ihr noch anwesender Uberschu8 das blaue Chinon 
des Guajaks reduziert. 

Derselbe Reaktionsmechanismus liegt auch dann yor, wenn 
die Siure durch die DMO. oxydiert wird. 

Das Oxydationsprodukt ist reversibel. Es wird durch H,s 
wieder zur DMS. reduziert, die durch Jod titriert werden kann. 
Das Oxydationsprodukt kann also kein anderes sein als das ent- 
sprechende Diketon, die Reaktionsgleichung ist also: 


COOH COOH 

| | 

COH C:O 

| +0,= | + HOOH 
COH C:O 

| | 

COOH COOH 


Das Diketon ist sehr labil. in 50 Minuten verschwinde: 
etwa 70°/,. 

Das Peroxyd kann durch Peroxydase und Guajak im Augen- 
blick nachgewiesen werden, wenn die letzte Spur DMS. oxy- 
diert ist*). 

Im Pilanzensafte wird Peroxyd zur Oxydation eines zweiten 
Molekiils DMS. verbraucht. H,O, allein oxydiert die Siure auch 
in Gegenwart von Peroxydase nur sehr langsam, aber im Saite 
findet sich DMO. stets von einer sehr aktiven Peroxydase un¢ 
Polyphenol begleitet. Hier oxydiert dann die Peroxydase mit dem 
Peroxyd das Phenol zum Chinon, das Chinon oxydiert ein zweites 
Mol. DMS. 

Dies kann in verschiedener Weise nachgewiesen werden. 
Wird einer Mischung von DMS. und gereinigter Peroxydase H,'’. 


*) Cerium kann zum Nachweis des Peroxydes nicht gebraucht werden, 
da dieses Reagens eine alkalische Reaktion férdert, die die enzymatisch¢ 
Oxydation stért und die Autoxydation neben dieser in den Vordergrunt 
treten 1aBt. Bei dieser alkalischen Reaktion ist die DMS. auch kaum mehr 
gelost. 
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gugesetzt, so erfolgt nur eine langsame Oxydation der Siure. 
Wird aber die Saéure und das Peroxyd dem Pflanzensafte zu- 
gesetzt, so erfolgt eine rasche Oxydation, da der Saft neben Per- 
oxydase auch Polyphenole enthilt. An Stelle des Saftes kann 
auch ein entsprechendes Polyphenol plus Peroxydase zugesetzt 
werden. Wird die Peroxydase inaktiviert, oder das Polyphenol 
entfernt, so bleibt die Reaktion aus. 

Das Polyphenol des Saftes kann durch Dialyse oder Fallung 
des Fermentes durch 5faches Aceton entfernt werden. Per- 
oxydase und DMO. gehen in das Prizipitat iiber. Obwohl die 
DMO. quantitativ prazipitiert wird, zeigt das wieder aufgeldéste 
Ferment eine verminderte Aktivitiit. Diese Verminderung nihert 
sich einem Maximum von 50°/,. Die Ursache dieser verminderten 
Aktivitét ist die, daB die Polyphenole entfernt wurden und das 
bei der Oxydation der DMS. gebildete H,O, nicht geniigend schnell 
zur Oxydation eines zweiten Molekiils der DMS. verwertet werden 
kann. Durch Zugabe von Brenzcatechin oder von gekochtem Safte 
kann die urspriingliche Geschwindigkeit der Oxydation wieder 
hergestellt werden. Die reaktivierende Wirkung des Polyphenols 
ist nicht seiner Oxydation durch Polyphenoloxydase zuzuschreiben, 
da das reaktivierte System Ascorbinsiure gegeniiber inaktiv 
bleibt. 

Wird der Saft zum Versuch stark verdiinnt, so kann oft auch 
ohne vorhergehende Prazipitierung oder Dialyse eine Aktivierung 
durch Phenolzugabe erreicht werden, da durch die Verdiinnung 
die Konzentration des Phenols unzureichend wird. 

Die Wirkung des Enzyms kann titrimetrisch oder im Respiro- 
meter verfolgt werden, wobei man durch beide Methoden tiberein- 
stimmende Werte erhilt. Es wird pro Mol. DMS. 1 Atom O aul- 
genommen, was der obigen Reaktionsgleichung entspricht, falls 
man diese durch die zweite Reaktion erginzt, in der das Peroxyd 
unter Vermittlung der Peroxydase und des Phenols zur Oxyda- 
tion eines zweiten Molekiils von DMS. gebraucht wird”). 


Wirkung des Cyans 
Die Wirkung der DMO. wurde jodometrisch verfolgt. Beob- 


achtungsdauer 10 Minuten. Bei Kresse und Sauerampfer wurden 
die Resultate auch im Respirometer kontrolliert. 





__ *) 8S. Zilva’*) findet bei Gurkensaft abweichende Resultate. Wir 
sind unfiihig den Grund der Diskrepanz anzugeben. 


43° 
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Die aus verschiedenen Pflanzen priparierte DMO. verhiilt 
sich Cyan gegeniiber verschieden. Dies erklart auch, warum wir 
in den ersten Versuchen, die in Szeged mit Gras ausgefiihrt 
wurden, das Ferment cyanunempfindlich fanden und spiiter diese 
Behauptung der Cyanunempfindlichkeit auf Grund der Versuche 
mit Sauerampfer zuriicknehmen mubiten !%), 

Kin groBer Teil der Pflanzen ist, wie aus der ersten Kolumne 
der T'ab. II hervorgeht, sehr cyanempfindlich. Die Wirkung der 
DMO. wird durch '/,,,, mol. Cyan vollstindig gehemmt. Bei 
Sauerampfer ist die Hemmung auch bei '/,.9,9 mol. praktisch 
vollstiindig. 

Tabelle II 


Wirkung des KCN (m/100-m/1000) auf die Oxydation der DMS. (m/100) 
in verschiedenen Pflanzen 





Hemmung Hemmung Aktivierung 














total partiell 
anenniistin Miiatine weiiiinne Kresse, Nastur- Blumenkohl, Bras- 
pn ° tium officinale sica oleracia 
a ee Kohl, Brassica | Schwarzwurzel,''ra- 
’ oleracia gopogon porrifolius 
. ‘ Petersilie, Petro- | Kartoffel, Solanum 
Radieschen, Raphanus sativus. 7 ’ Poway 
: selinum hortense tuberosum 
Gurke, Cucumis sativus. . . . Mohrriibe, Daucus 
; carotta 
: : . . rr li 
Spinat, Spinarcia oleracia . Gras, Lolium 
perennel 
Porree Allium porrum : Ackersalat, Vale- 
riana olitoria 
Runkelriibe, Beta vulgaris. . . Lattich, Lactuca 
sativa 
Weife Riibe, Brassica napus . desgl. 








Bei den Pflanzen, die in der zweiten Kolumne aufgeziililt 
sind, ist die Hemmung in den ersten 2 Minuten stark, beinahe 
volistindig, dann aber hért sie auf und die Intensitaét der Oxy- 
dation nihert sich der urspriinglichen Geschwindigkeit, die ohne 
Cyan beobachtet wurde. Ganz geringe Konzentrationen von Cyan 
(m/100000) geben’ bei Kresse eine beinahe vollstiindige und an- 
dauernde Hemmung, wihrend bei dieser Pflanze héhere Cyan- 
konzentrationen voriibergehend hemmen. 

Bei einigen Pflanzen (Kolumne 3) beobachtet man nur eine 
Reaktionsférderung durch Cyan. 
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Diese Reaktionssteigerungen und spontanen Reaktivierungen 
stehen nicht im Widerspruch zur Annahme, daB die DMO. ein 
Metallproteid ist. Wie die vorher zitierte Arbeit des Laboratoriums 
zu Szeged zeigte’), kann die EKinfiihrung des Cyanradikals in 
einen Metallkomplex die katalytische Funktion des Metalles eben- 
sogut hemmen wie férdern. Die spontane Reaktivierung des ge- 
hemmten Fermentes kann auch vielleicht mit dem Eintritt eines 
weiteren Cyanradikals in den Komplex erkliirt werden. 

Durch NaF wird die DMO., vom p,, abhiingig, verschieden 
stark gehemmt. m/100-NaF hemmt bei p,, 4 die Wirkung des 
Fermentes aus Sauerampfer stark (92°/,). Bei p,, 7 ist beinahe 
keine Hemmung vorhanden. Mit steigendem p,, nimmt die Hem- 


mung allmihlich ab. 
pat ma os , i. Po ee ee 








—MYjooJod —> 











Fig. 2 
X—-—-—-—— x Ascorbinsiure: 1 Eisen, 2 Kupfer, 3 Mangan 
o————o Dioxymaleinséure: I ,, , Il are | ” 


Durch Metalle m/1000 kann die Autoxydatian der DMS. ge- 
lordert werden. Von den drei untersuchten Elementen (Mn, Cu, Fe) 
wirkt Mn am stiirksten, Mit steigendem p,, steigt die Oxydations- 
forderung. Bei p,, 3 ist sie nur schwach. Die Autoxydation der 
Ascorbinsiiure wird durch dieses Metall praktisch nicht geférdert. 
Fluorid hemmt die Wirkung des Mangans. Die p,-Abhangigkeit 
dieser Hemmung ist der NaF-Hemmung des Fermentes ibnlich. 
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Cu, das die Autoxydation der Ascorbinsiure sehr stark férdert, 
ist bei DMS. viel weniger aktiv. Auch hier steigt die Aktivitiit 
mit steigendem p,,. 

Fe hat DMS. gegeniiber dieselbe Aktivitét wie Cu. Ascorbin- 
siure wird durch dieses Metall kaum in ihrer Autoxydation ge. 
fordert. 

Einflu8 der Ascorbinséure auf die DMO. 

Die DMO. wird durch Ascorbinsiiure stark gehemmt. Die 
Empfindlichkeit des Enzymes ist bei verschiedenen Pflanzen ver- 
schieden. Als 2 Beispiele dienen Sauerampfer und Kresse. Die 
Prozent-Hemmung ist bei variierter Ascorbinsiurekonzentration 
in Fig. 3 dargestellt. Die Konzentration der DMS. ist in allen 
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7 2 273 3744% 5 log. 
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Fig. 3 
Ascorbinsiurekonzentration 
x-----— x Sauerampfer o————o _ Kresse 


Versuchen m/100 (p,, 4). Es ist ersichtlich, daB bei Sauerampter 
die Oxydation bereits durch m/2000-Ascorbinsiure vollstindig 
gehemmt wird. Bei Kresse ist die Hemmung nur bei m/100 voll- 
stiindig. Bei ersterer Pflanze vermag also die Ascorbinsiure die 
20 fache Konzentration von DMS. vollstiindig zu hemmen. Das 
Vitamin wird also durch das Ferment mit einer Affinitét gebunden, 
die die Affinitit des natiirlichen Substrates weit iibertrifft, ohne 
aber selber oxydiert zu werden. Diese Hemmungen zeigen inter- 
essante physiologische Fragen auf. 

Dieses Verhalten der Ascorbinsiure ist vom Standpunkte 
der Theorie der Metallkatalyse von Bedeutung. So wie in der 
vorher zitierten Arbeit®) gezeigt wurde, hat die Dienol-Gruppe, 
die in Ascorbinsiure und Dioxymaleinsiiure identisch ist, eine 
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robe Affinitit zum Metall. Diese Affinitiit ist aber, wie der vor- 
liegende Fall zeigt, auch vom Reste des Molekiiles weitgehend 
abhingig. Merkwiirdig ist aber, daB Ascorbinsiiure trotz ihrer 
Adsorption am Ferment nicht oxydiert wird. Dies kann seinen 
Grund entweder darin haben, daB diese Siiure das Metall des 
Fermentes dem Sauerstofi gegeniiber nicht zu aktivieren vermag 
und der Ascorbinsiure-Metallkomplex keinen Sauerstoff binden 
kann, wihrend der DMS.-Metallkomplex hierzu fihig ist. Es 
kénnte aber auch sein, daB nur der Elektronenaustausch zwischen 
Substrat, Metall und Sauerstoff nicht erfolgt. Wie dem auch sei, 
zeigt die Beobachtung, daB die Bindung eines Dienols an das 
Metall nicht unbedingt auch eine Oxydation, d.h. Sauerstoff bindung 
und Elektronenaustausch hervorrufen mub. Diese beiden Funk- 
tionen sind weitgehend von den Kigenschaften des ganzen Substrat- 
molekiils abhangig. 
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Uber das Vorkommen von Hexosediphosphorsaure 
im Skelettmuskel 


Von 


H. J. Deuticke und S. Hollmann 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1939) 


In dem heute fast allgemein anerkannten Schema des Kohlen- 
hydratabbaues in der Muskulatur, das im Prinzip von G.Embden, 
H. J. Deuticke und G. Kraft?) entwickelt und seitdem vielfach 
bestatigt und erweitert wurde**), nimmt die Fructose-1,6-Diphos- 
phorsiure (Harden-Young-Kster) die Stelle eines obligaten 
Intermediirproduktes ein. Diese Stellung ist ihr zugewiesen, da 
sie sich einerseits im Muskelbrei, -preBsaft und -extrakt unter 
bestimmten Bedingungen anreichert, andererseits bei abgeiinderter 
Versuchsanordnung von den Fermenten des Muskels rasch iiber 
Triosephosphat, Phosphoglycerinsiure, Phosphobrenztraubensiiure 
und Brenztraubenséure in Milchsiiure und Phosphorsiure um- 
gesetzt wird. Wenn somit hier ein Weg vorliegt, auf dem Kohlen- 
hydrat im Muskel und iibrigens auch in einer Reihe weiterer 
Organe [Niere‘), Gehirn®), glatte Muskulatur®), Herzmuskulatur’) 
und Leber®)] in Milchsiure umgewandelt werden kann, so bleibt 
doch unbefriedigend, daB bisher Hexosediphosphat noch niemals 
aus frischer Muskulatur isoliert worden ist trotz vieler dies- 
beziiglicher Bemiihungen. Erkliirt wird dieses negative Ergebnis 
meist damit, daB im Stoffwechsel entstandenes Hexosediphosphat 
auBerordentlich rasch weiter umgesetzt wird, so daB es zur An- 
haufung des Di-Esters nicht kommt. Hexosemonophosphorsiure 
gewannen dagegen G. Embden und M. Zimmermann’) schon 
vor Jahren aus frischer Muskulatur; dieser urspriinglich als Lacta- 
cidogen bezeichnete, als Gemisch von Glucose-6-Phosphorsiiure 
und Fructose-6-Phosphorsiure im Muskel vorliegende Ester’’) 
verschwindet bei der Tatigkeit des Muskels nur sehr langsam, 
reichert sich unter Umstainden sogar bei tetanischer Reizung oder 
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Reizung mit Kinzelinduktionsschligen im Muskel an!) und wird 
heute meist als eine schwerer zugiingliche Reservesubstanz an- 
gesehen. 

Die Vorstellung von der Labilitit des Harden-Young- 
Esters hat keineswegs zu allen Zeiten Giiltigkeit gehabt. Auf 
Grund der Milchsiurebildungs-Geschwindigkeit im Muskelextrakt 
aus Hexosediphosphat und den natiirlichen Mono-Estern (Robison- 
und Neuberg-Kster) hatten O. Meyerhof und K. Lohmann”®) 
friher den SchluB gezogen, daB ,,Hexosediphosphorsaure nicht 
selbst das Intermediirprodukt darstellt, sondern die Stabilisierungs- 
form eines Esters, der selbst im status nascens als Intermediiir- 
produkt figuriert“, wobei allerdings als wahrscheinlich und keines- 
wegs als sicher hingestellt war, daB das postulierte Intermediir- 
produkt ein Mono-Hster sei. Auf Grund der Untersuchungen 
iiber das Co-Ferment der Milchsiurebildung [K. Lohmann”™)| 
und auf Grund der neueren Erkenntnisse iiber die Verkniipfung 
der verschiedenen Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs- 
vorginge im Muskel” *) ist aber O. Meyerhof wie die Mehrzahl 
der auf diesem Gebiet titigen Forscher heute der Meinung, daf 
dem Abbau der Hexosemonophosphorsiure im Muskel ihre Um- 
wandlung in Hexosediphosphat durch Veresterung mit einem 
zweiten Molekil Phosphorsiure vorausgeht. Nur R. Nilsson?’) 
elaubt, daB der Hauptweg des Kohlenhydratabbaus in der intakten 
Hefezelle und auch im Muskel iiber Hexosemonophosphat derart 
verliiuft, daB der Mono-Ester durch hilftige Teilung in einen 
phosphorylierten und einen nicht phosphorylierten 3-Kohlenstoft- 
rest zerfallt, daB der letztere weiter umgesetzt wird in Milchsiure 
bzw. Athylalkohol und daB Hexosediphosphat nur sekundar durch 
Vereinigung zweier phosphorylierter 3-Kohlenstoffreste entsteht 
und eher ein Stabilisierungsprodukt darstellt. 

In Anbetracht dieser noch nicht befriedigenden Kenntnisse 
liber die Stellung der Hexosediphosphorsiure in dem _ friher 
entwickelten Abbauschema haben wir versucht, Hexosediphosphat 
nach der Kinwirkung méglichst physiologischer Reize im intakten 
Muskel nachzuweisen. Dabei erwies es sich als notwendig, eine 
Hexosediphosphat-Bestimmungsmethode auszuarbeiten; denn eine 
gesonderte Bestimmung von Hexosemono- und Hexosediphosphat 
war bisher nicht méglich, die von G. Embden und H. Jost*’) 
angegebene Lactacidogen-Bestimmungsmethode, eine Reduktions- 
methode, ergibt nur in Abwesenheit von Hexosediphosphat brauch- 
bare Werte fiir Hexosemonophosphat, sie erfaBt bei Anwesenheit 









162 H. J. Deuticke und 8S. Hollmann, 


von Hexosediphosphat dieses mit und ist wegen der verschiedenep 
Reduktion der beiden phosphorylierten Hexosen dann _ nicht 
verwendbar. 


Methode zur Bestimmung der Hexosediphosphorsaure 
in der Muskulatur 


Die Methode beruht im Prinzip auf der bekannten und zur Identi- 
fizierung von Hexosediphosphat hiiufig verwandten Beobachtung von W. J. 
Young"), daB bei der Osazonbildung von Hexosediphosphorsiiure ein Mol 
Phosphorsiure abgespalten wird. Aus der Vermehrung des anorganischen 
Phosphates bei der Osazonbildung lit sich die Menge der vorhandenen 
Hexosediphosphorsiure berechnen. 

Ausfiihrung: In fliissiger Luft gefrorene und zerkleinerte oder mit 
der Schere zerkleinerte Muskulatur wird in Erlenmeyerkélbchen gefiillt, 
die pro Gramm Muskulatur mit 10 cem einer Lésung von 5°, Trichlor- 
essigsiiure in 1°/,iger Salzsiure vorgewogen sind. Nach Zuriickwiigen und 
Aufbewahrung iiber Nacht im Eisschrank wird in aliquoten Teilen des 
Filtrates die anorganische Phosphorsiiure (einschlieBlich Phosphorkreatin- 
phosphorsiure) nach Embden") bestimmt. Statt mit Trichloressigsiiure- 
Salzsiiure kann auch nach Schenck mit je 5 cem 4°%/,iger HCl und 
5°/,igem HgCl, pro Gramm Muskel enteiwei8t und das mit H,S entqueck. 
silberte und entliiftete Schenck-Filtrat verwandt werden. 10 ccm des 
Filtrates werden dann mit Natronlauge gegen einen Tropfen Bromthymol- 
blau genau neutralisiert, mit 5 cem einer filtrierten Lésung von salzsaurem 
Phenylhydrazin, die auf 15 ccm Wasser 1 g Phenylhydrazinhydrochlorid 
enthiilt, und 2,5 cem einer gesittigten Natriumacetatlésung versetzt und auf 
25cem aufgefiillt, (Wird ein anderes Volumen als 25 ccm gewiihlt, so 
mu das Phenylhydrazin immer '/, und das Natriumacetat '/,, des End- 
volumens betragen.) Nach griindlichem Durchmischen wird diese Fliissig- 
keit zur Osazonbildung genau 2 Stunden im Wasserbad bei 70° in zu- 
geschmolzenen Réhrchen exponiert. In je 10 cem der abgekiihlten und 
filtrierten LExpositionsfliissigkeit (in Doppelbestimmungen) wird das an- 
organische Phosphat gefillt. Die direkte Anwendung der Phosphat- 
bestimmung nach Embden ist dabei nicht méglich wegen der reduzierenden 
Wirkung des Phenylhydrazins auf das Molybdin des Fallungsreagens, das 
anorganische Phosphat mu8 deshalb auf dem Umweg der Magnesiafiillung 
bestimmt werden. Je 10 ccm werden mit 10°/,igem Ammoniak gegen einen 
Tropfen Bromthymolblau neutralisiert und mit 8 cem Magnesiamixtur und 
1/, des bisherigen Volumens (etwa 4,4 ccm) 10°/,igem Ammoniak versetzt, 
so da8 die Ammoniakendkonzentration 2,5 °/, betriigt. Die Magnesiafiillung 
soll méglichst immer aus einem Volumen von 10 ccm erfolgen, und zwat 
sollen in diesen 10 ccm nicht weniger als 1 mg anorganische H,PO, ent- 
halten sein. Andernfails ist die Magnesiafillung zu verlustreich. Mub 
einmal ein gréBeres Volumen gewihlt werden, dann miissen Ammoniak- 
und Magnesiamixturmengen zur Wahrung der Konzentrationen in ent: 
sprechendem MaBe gesteigert werden. Die Magnesiafiillungen bleiben nach 
mehrmaligem Umschiitteln itiber Nacht im Eisschrank stehen. (In einem 
Reihenversuch war die Magnesiafiillung nach 4 Stunden noch nicht beendet:) 
Das Magnesiumammoniumphosphat wird zusammen mit dem ausgefallenen 
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Phenylhydrazin durch gewéhnliche 5,5 cm Filter filtriert. Kélbchen und 
Filter werden 2mal mit je 2,5 cem Magnesiamixtur gewaschen, dann zur 
Entfernung des Phenylhydrazins 2mal mit 2,5 ccm 96°/,igem Athylalkohol 
und zur Entfernung des Alkohols wieder 2mal mit je 2,5 cem Magnesia- 
mixtur. Die fast weiBen Niederschliige werden danach mit 10°/,iger Sal- 
petersiure gelést (auch die Fiallungskélbchen mit Salpetersiiure ausspiilen !) 
und quantitativ in Erlenmeyerkélbchen iibergespiilt. Nach Neutralisieren 
und Auffiillen auf 30 oder 60 ccm wird die anorganische H,PO, jetzt nach 
Embden_ gefallt. (Bei Anwesenheit von Hexosediphosphorsiure  lést 
sich der Magnesiumammoniumphosphat-Niederschlag in Salpetersiure mit 
leuchtend gelber Farbe, die geradezu als Indicator auf Hexosediphosphor- 
siure angesehen werden kann. Es handelt sich wahrscheinlich um ein in 
organischen Lésungsmitteln unldsliches Magnesiumsalz des Osazons der 
Hexosediphosphorsiure [vg]. W. J. Young, Biochem. Z. 32, 182 (1911)], das 
die Phosphatbestimmung allerdings nicht beeinfluBt.) Die Differenz des 
jetzt ermittelten H,PO,-Gehaltes gegen den direkt im Filtrat bestimmten 
Gehalt multipliziert mit zwei gibt den Gehalt an Hexosediphosphat H,PO, an. 








Tabelle I 
Zugesetzte mg | Bei der Exposition 
Versuch Hexosediphos- abgespaltene mg om 
phat-H,PO, H,PO, in °/, 
a 2,0 0,9890 98,90 
b 4,0 1,9204 96,02 
¢ 5,0 2,4144 96,58 
d 15,0 7,2363 96,48 
e 5,0 2,4325 97,30 











Analytische Belege. Wie die Versuche der Tab. I zeigen, liegt die 
Ausbeute an Hexosediphosphorsiure mit dieser Methode zwischen 96 und 99, 
meist zwischen 96 und 97 °/,. Als Zusatzsubstanz wurde hexosediphosphor- 
saures Natrium verwandt, das jedesmal aus dem Calciumsalz durch Umsetzen 
mit Natriumoxalat gewonnen wurde. Das hexosediphosphorsaure Calcium 
fiir die Versuche a—d der Tab. I wurde aus Candiolin, das uns von der 
[.G. Farbenindustrie A.-G. freundlicherweise zur Verfiigung gestellt war, 
liber das Blei- und Brucinsalz dargestellt. Es mu8 vor Licht geschiitzt auf- 
bewahrt werden, da es anderenfalls unter Abspaltung von Phosphorsiiure 
zu einem Gleichgewicht mit Monophosphat kommt. Genau wie Hexose- 
diphosphat aus Candiolin verhielt sich auch Muskelhexosediphosphat (vgl. 
Versuch e der Tab. I), das aus KaninchenmuskelpreSsaft, der mit Fluorid 
und Polysaecharid exponiert wurde, als Brucinsalz isoliert war, und das 
sich in friiheren Untersuchungen in seinem chemischen'*) und ferment- 
chemischen!?) Verhalten ebenfalls mit der Hefehexosediphosphorsiure als 
identisch erwiesen hatte. 


Mit steigender Hexosediphosphatkonzentration nimmt die prozentische 
Ausbeute in geringem Umfange ab, wie Tab. II zeigt. 
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Tabelle II 

‘Zugesetzte mg | ‘Bei der Exposition paper 
Hexosediphos- abgespaltene mg a 

phat-H,PO, H,P0, in %, 

2,0 0,9890 98,90 

4,0 1,9748 98,74 

8,0 38,8520 96,30 

16,0 7,6600 95,75 

32,0 15,2312 95,20 








Der Einwand, da8 unter den Bedingungen der hier verwandten 
Methode (Expositionstemperatur und -zeit, p;; usw.) andere Phosphorsiiure- 
verbindungen des Muskels gespalten werden, kann durch folgende experi. 
mentellen Befunde widerlegt werden. 

1. Die prozentische Ausbeute an Hexosediphosphorsiiure nach Zusatz 
von Hexosediphosphorsiiure zur nach Schenck oder auch mit Trichlor 
essigsiiure-Salzsiure gefillten frischen Kaltbliitermuskulatur ist die gleiche 
wie bei der Bestimmung an der reinen Hexosediphosphatlésung in ent- 
sprechender Konzentration (Tab. III). 


Tabelle UI 
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a 3,0 7,859 9,300 1,441 96,06 96,58 
b 10,0 6,421 11,294 4,873 97,46 97,30 
¢ 56,0 15,038 41,905 26,867 95,95 96,02 
Tabelle IV 
Anorg. H,PO, in mg-°/, 
der Muskulatur Diff po 
; ee ifferenz rt der 
Versuch . nach der Exposi-| . , tia cial 
vor der |... 2 in 9, von A | EiweiBfiillung 
: oe _ zur Hexose- 
Exposition diphosphat Best. 
SST — ‘cnet — SN — = — ————— ——— 
a 299.2 | 302,9 +1,23 
b 283,4 284,4 +0,35 mit Trichlor 
c 296,4 295,6 —0,27 | essigsiure- 
d 309,38 307,9 — 0,45 Salzsiiure 
e 301,4 801,3 —0,08 | 
f 323,2 327,2 +1,24 
g 264,1 269,3 +2,0 oi ileal 
h 285,8 286,2 +0,14 nach Sehent 























2. Die Werte an anorganischem Phosphat in Schenck- oder Trichloressig- 
siurefiltraten frischer Kaltbliitermuskulatur nach der Exposition mit Pheny]l- 
hydrazin differieren gegen das direkt bestimmte Phosphat maximal um 2 %,, 
in der Mehrzahl um weniger als +1°/,. Die Differenz liegt also durchaus 
im Bereich der Fehlerbreite (Tab. IV). Hiermit ist bereits der Beweis 
erbracht, daB sich in lebensfrischer Kaltbliitermuskulatur kein 
Hexosediphosphat findet. 

3. Alle bisher untersuchten Phosphorsiiure-Ester des Muskels, niimlich 
Hexosemonophosphorsiure (Embden- Ester), Phosphoglycerinsiiure, Glyce- 
rinphosphorsiiure, Adenylpyrophosphorsidure, Adenylsiure, Inosinsiure und 
auch Pyrophosphorsdéure, spalten unter den angegebenen Bedingungen 


andten der Hexosediphosphatbestimmung kein anorganisches Phosphat ab. Nicht 
‘siiure- wurden bisher die Phosphobrenztraubensiure, Glycerinaldehyd-, Dioxy- 
x peri- aceton- und Pentosephosphorsiure gepriift. Von diesen Phosphorsiiure- 

stern diirften die Triosephosphorséuren bei unserer Bestimmung miterfaBt 
Zusatz werden; sie unterscheiden sich aber vom Hexosediphosphat durch ihre 
ichlor- leichte Alkaliverseifbarkeit?’), so daB sie dadurch gegebenenfalls vom 
rleiche Hexosediphosphat zu trennen wiren. Von allen untersuchten Substanzen 
n ent- wurden jeweils 10 mg organische H,PO, zugesetzt (Tab. V). 


Tabelle V 





mg anorg. H,PO, 


vor der ‘nach der Exposi- 
. ica | tion zur Hexose- 
Exposition diphosphat- Best. 


Zugesetzte Substanz 


oe os 


Hexosediphosphat- 


oe wo 











Lésung 


a 
| 
(Embden-Ester) | 








Hexosemono-phosphorsiure . . . 0 0 
Phosphoglycerinsiure .... . 0,0764 0,0753 
Glycerinphosphorsiéiure . . . . . 0,9436 0,9251 

98 Adenylpyro- — - e58 3,966 3,975 

30 Adenylsiiure. . . . wk 0 | 0 

02 MOMMONMIO 2. ww , 0 0 
Pyrophosphorsiiure. . .... . 0,5147 0,5179 

Versuchsergebnisse 
Po Unter Bedingungen, unter denen eine Hexosediphosphat- 
ung bildung im Muskel durch Isolierung des Di-Esters bereits sicher- 


gestellt ist, lieB sich auch stets mit der oben beschriebenen 
Methode Hexosediphosphorsiure bestimmen und bilanzmibig zu 
anderen Phosphatfraktionen des Muskels in Beziehung setzen. 


rc 8 Versuch 1 zeigt dies fiir die Halogenessigsiurevergiftung, 
e bei der die Milchsiurebildung im Muskel bekanntlich aufhért’), 

bestimmte oxydoreduktive Prozesse beim Kohlenhydratabbau er- 
ao schwert oder véllig behindert sind}*), und als Folge davon Hexose- 


mono- und yor allem Hexosediphosphat in gréBeren Mengen 
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[K. Lohmann ?*)], Triosephosphat in geringen Mengen2") im Muske| 
nachweisbar werden. 


Versuch 1. (26. 1. 1937) 
Hexosediphosphatbildung im bromessigsiiurevergifteten Kaltbliitermuske| 





~— 

















___H, PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 

anorg | | 

dow | Hexose-| Hexose- | 
nach der | | ewes. eis 
sofort | Exposition | diphos-) mono- | b al - eta 
zur Hexose-| phat phosphat P Osphat, loslich 

diph.-Best. | | 
Frische o964 | 2056 | 0 | 251 | 388 siz 
Muskulatur ’ | ’ ’ 8,5 517! 

Vergiftete | ie - 

Muskulatur 87,4 217,0 259,2 9,9 0 513,8 





In unserem Versuch wurden Temporarien verwandt, deren einer 
Gastrocnemius, nach Anlegen einer Ligatur am Oberschenkel entnommen, 
sofort mit der Schere auf eisgekiihlter Platte zerkleinert und mit Trichlor- 
essigsiiure-Salzsiure gefiillt worden war (frische Muskulatur). Anschliefend 
erhielten die Tiere pro Gramm Kérpergewicht 0,02 ccm einer 4 °/,igen, mit 
Na bic. gegen Lackmus neutralisierten Lisung von Monobromessigsiiure in 
den dorsalen Lymphsack. Nach Starreeintritt (nach 55—80 Minuten) wurden 
die Tiere getdtet, der zweite Gastrocnemius entnommen und auf gleiche 
Weise verarbeitet. 

Die Hexosediphosphatbildung ist in diesem Versuch be- 
triichtlich. Sie erfolgt auf Kosten von anorganischem Phosphat 
(einschlieBlich Phosphokreatin), das erheblich abgenommen hat, 
und auf Kosten von Pyrophosphat, das wir nach K. Lohmann” 
als Differenz des Sofortwertes der anorganischen H,PO, und des 
7 Minuten-Hydrolysenwertes, vermindert um die Differenz des 
7 Minuten- und 30 Minuten-Hydrolysenwertes, errechneten. Die 
Bilanz ist fast. ausgeglichen, 247 mg anorganische H,PO, eil- 
schlieBlich Pyrophosphat sind verschwunden, 259 mg Hexose- 
diphosphat—H,PO, dabei entstanden. Die geringe Differenz wird 
durch eine Abnahme des Hexosemonophosphatgehaltes, die wi, 
im Gegensatz zu Lundsgaard!%), in diesem Versuch als Folge 
der Halogenessigsiurevergiftung fanden, praktisch vollig gedeckt. 
Die Hexosemonophosphorsaure bestimmten wir nach Embden un¢ 
Jost?) und brachten das bei dieser Methode mitgefillte Hexose- 
diphosphat unter Bericksichtigung seiner spezifischen Reduktion 
rechnerisch in Abzug. Die siiurelisliche H,PO, blieb praktisc) 
unbeeinfluBt. 
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Auch im Fluorid-vergifteten Muskelbrei konnten wir das 
intermediire Auftreten von Hexosediphosphat bestiitigen. In einem 
Versuch z.B., in dem Hundemuskelbrei mit m/100-NaF unter 
Zugabe von 2°/, Na bic. und 0,4°/, Bang-Stirke 2 Stunden bei 15° 
exponiert war, fanden sich 22 mg-°/, Hexosediphosphat—H,PO,. 
Dabei war das Pyrophosphat véllig aufgespalten und die anorga- 
nische H,PO, auf 136 mg-°/, abgesunken. Die Hauptmenge des 
verschwundenen Phosphats war in Phosphoglycerinsiure umgesetzt, 
was durch den Verlauf der Hydrolysenkurven wahrscheinlich ge- 
macht und durch die Isolierung merklicher Mengen phospho- 
clycerinsauren Bariums bestitigt wurde. 


Versuch 2. (20.5. 1987) 
Hexosediphosphatbildung im Brei aus Hundemuskulatur 











= __H,PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 
| anorg. nach der 
omen | Exposition zur Hexose- 
es | Hexosediphos- diphosphat 
| phat-Best. 
Sofertt . ... 241,0 278,2 74.4 
Nach 82 Min. ‘ ‘eis 
Auf bewahrung 131,3 253,0 245,4 





Im Hundemuskelbrei kommt es im Gegensatz zum Frosch- 
muskelbrei schon ohne Fluoridzusatz spontan zur Hexosediphos- 
phatbildung, wie Versuch 2 zeigt. Hier war unmittelbar nach 
dem Tode des Tieres (durch Kopfschu8 und Entbluten aus den 
Carotiden) Riickenmuskulatur entnommen und nach Entfernung 
von Bindegewebe, Sehnen und Fascien 2mal unter Hiskiihlung 
durch die Fleischhackmaschine getrieben worden, ein Breianteil 
sofort, der andere nach 32 Minuten Aufbewahrung in einer feuchten 
Kammer bei 20° mit Trichloressigsiure—Salzsiiure gefiillt und 
weiterverarbeitet worden. Der relativ niedrige Anfangsgehalt an 
anorganischer H,PO, findet durch die im Muskelbrei bereits vor- 
handenen 75 mg-°/, Hexosediphosphat—H,PO, seine Erklirung; 
wihrend der 32 Minuten Aufbewahrung geht die Hexosediphos- 
phatbildung weiter, freilich, ohne daB hier die zusiitzlich gebildeten 
169 mg-°/, Hexosediphosphat—H,PO, in der Bilanz durch das 
verschwundene anorganische Phosphat (110 mg-°/,) gedeckt sind, 
so daB zur Phosphorylierung von Kohlenhydrat noch andere 
P-Fraktionen herangezogen sein miissen. Demnach braucht Hunde- 
muskelbrei keineswegs erst mit Quarzsand und Kieselgur geknetet 
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und ausgepreBt zu werden, wie Embden, Jost und Lehnartz") 
zur Erklirung der raschen Hexosediphosphatbildung im Muskel- 


preBsaft — als Wasserentzug durch Kieselgur, vergleichbar der 
Wirkung entquellender Jonen — angenommen hatten, sonderi 


der Di-Ester bildet sich bereits bei der Strukturzerstérung des 


Muskels. 
Versuch 3. (25. 5. 1937) 
Hexosediphosphatbildung in Hundemuskulatur 








H,PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 
anorg. nach 
der Exposition | Hexosedi-} Pyro- 
— zur Hexose- phosphat | phosphat 
| diph.-Best. 
Muskel. {80fort ... | 225,9 | 2607 | 696 | 33,1 
brei | Se Eh 4658 2704 | 2100 | 0 
_ bewahrung - , | - 4% 
Unzer- {nach le ok 281,9 | 279,5 | 0 \ nicht 
kleinerte { nach 34’ Auf- . , ; 
Muskulatur | bewahrung — | — | ° | sane 


Unzerkleinerte Hundemuskulatur enthalt dagegen wie lebens- 
frische Kaltbliitermuskulatur (vgl. Tab. IV) keine Hexosediphos- 
phorsiure, im unzerkleinerten Hundemuskel entsteht sie auch nicht 
bei der Aufbewahrung, wie Versuch 3 zeigt. Hier war von der 


sehr schonend entnommenen Riickenmuskulatur ein Teil zu Bre Ve 
zerkleinert und sofort bzw. nach 34 Minuten Aufbewahrung weiter- jaa 
verarbeitet worden, ein anderer Anteil als Ganzes belassen. Von bil 
dem letzteren wurde ein Stiick sofort nach der Entnahme, ein a 
zweites nach gleicher Aufbewahrungszeit wie der des Breis i § ,,, 
fliissiger Luft gefroren, zerkleinert und mit Trichloressigsiiure- J 4) 
Salzsiure gefallt. Nur bei der Strukturzerstérung des Gewebes F ,., 
und im Gewebsbrei kommt es unter Mitbeteiligung der Pyrophos- F ,,, 


phatfraktion zur Hexosediphosphatbildung, die auch in diesem J ,,. 
Versuch bilanzmiBig nicht durch die verschwundene anorganische — ..), 
und Pyrophosphorséiure gedeckt war. “a 

Da in der unzerkleinerten Muskulatur die Hexosediphosphat- — wie 
bildung méglicherweise erst nach lingerer Aufbewahrung einsetzt, 
haben wir im Versuch 4 die Aufbewahrungszeit von unzerklel- 
nerter Muskulatur und von Muskelbrei (Vastus lateralis) bis 20 
12 Stunden ausgedehnt. 
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Versuch 4a. (5. 7. 1987) 


Hexosediphosphatbildung im Brei aus Hundemuskulatur 
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A Anorganische H,P0O, 
B Hexosediphosphat—H,PO, 
C Milchsiure in der iquivalenten Menge H,PO, angegeben 


Das in der obenstehenden Figur (Versuch 4a) wiedergegebene 
Verhalten des Breies bestatigt vollkommen das Ergebnis des 
voranstehenden Versuches, niimlich eine starke Hexosediphosphat- 
bildung bei der Zerkleinerung der Muskulatur, die innerhalb der 
ersten 30 Minuten Aufbewahrung noch zunimmt, und die weder 
im Sofortansatz noch nach 80 Minuten Aufbewahrung durch die 
Abnahme von anorganischem und Pyrophosphat in der Bilanz 
gedeckt ist. Das Pyrophosphat sank bei der Breizerkleinerung 
von 52 mg-°/,, bestimmt im unzerkleinerten, sofort in fliissige Luft 
versenkten Muskelanteil (vgl. Versuch 4b), auf 32 mg-°/,, es ver- 
schwand bei der anschlieBenden 30 Minuten wihrenden Aufbewah- 
tung vollig und wurde auch im weiteren Versuchsverlauf nicht 
wieder nachweisbar. Entsprechend dem Maximum an Hexosediphos- 
phat nach 80 Minuten erreichte zu gleicher Zeit die anorganische 
Phosphorsiure ihren niedrigsten Wert. Im weiteren Verlauf nahmen 
mit einer Ausnahme, nimlich in der Zeit von '/,—1 Stunde Aut- 
bewahrung, das anorganische Phosphat und die Milchsiure [bestimmt 
lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIIT. 12 
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nach K. Lehnartz*’)], die vom 30 Minuten-Wert an in annihern( 
iquimolaren Mengen gebildet wurden, immer stirker zu als dey 
Hexosediphosphatabnahme entsprach, so da8 unter der Voraus. 
setzung, daB die Quelle siimtlicher Milchsiure die Hexosediphos. 
phorsiiure ist, sie stiindig im Muskelbrei, auch nach vielen Stunden 
Aufbewahrung, neu entstehen muf. Hiermit ist natiirlich dic 
Herkunft der, wie erwahnt, in annaihernd aiquimolaren Menge: 
gebildeten anorganischen H,PO, noch keineswegs erklirt. 


Versuch 4b 
Hexosediphosphatbildung im unzerkleinerten Hundemuskel 











meas gaat H,PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 
unscrkicinssion -——__—__—__—- RRNA SO>RAEmANN Hens 
Muskulatur , Hexose- Hexosemono- Pyro- 
in Stunden oe diphosphat phosphat phosphat 
252.5 31,3 30,16 | 52,0 
1), 299,2 9,8 27,55 | 71,1 
i 302,1 36,5 27,59 63,8 
2 262,3 25,7 | 26,22 47,0 
4 299.5 | 18,1 | 30,23 31,9 
8 391,7 2.6 36,30 0,6 
12 426,1 0 30,90 0,9 





Das Verhalten der unzerkleinerten Muskulatur, von de: 
jeweils Anteile in fliissiger Luft gefroren und zerkleinert wurden, 
ist als Versuch 4b aufgefiihrt. Im Gegensatz zum voranstehenden 
Versuch 8 enthielt hier der unzerkleinerte Hundemuskel ebenfalls 
Hexosediphosphat, allerdings sehr viel weniger als der Muskelbrei 
und héchstwahrscheinlich nur als Folge einer Schidigung des 
Muskels bei der Priparation. Denn nur in diesem einen Versucl 
fanden wir in lebensfrischer unzerkleinerter Warmbliitermuskulatw 
merkliche Mengen von Hexosediphosphat. Auch nimmt wiihrend 
der Aufbewahrung in der unzerkleinerten Muskulatur das Hexose- 
diphosphat nicht zu, sondern kontinuierlich ab, wobei unentschieden 
bleiben muB, ob der geringfiigige Wiederanstieg nach 1 Stunde 
auf einen analytischen Fehler oder auf den vorangehenden Pyr0- 
phosphatanstieg zuriickzufiihren ist. Die Abnahme des Hexose- 
diphosphats erfolgt dabei auffillig langsam, die Bilanz zwischen 
verschwindendem Hexosediphosphat und Pyrophosphat einerseits, 
ansteigendem anorganischem Phosphat andererseits ist nicht aus 
geglichen, und die Hexosemonophosphorsiure bleibt innerhalb der 
12 Stunden Aufbewahrung weitgehend konstant. 
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Versuch 5. (81. 10. 1938) 
Hexosediphosphatbildung im Kaninchenmuskel 














Unzerkleinerte Muskulatur | Muskelbrei 
H,PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 
3 RS + | 3 S 3 |: 
| g'a3 | Hexose- cs g'a9 | Hexose- 
anorg. | a2 oR | diphos- | anorg. | S798 diphos- 
| a 2s | “as 
| &oOs8) phat | Mo O.s ohat 
sage) * SRo ef 
| Bog aa | 
Gastrocnemien 351,8 351,3 0 366,6 380,9 28,6 
Vastus lateralis 342,1 343,7 3,2 360,0 367,5 15,0 
oe 318,7 | 327,5 | 17,6 | 3936 | 3931 0 








DaB tatsichlich die Art der Entnahme des Muskels aus dem 
Warmbliiterorganismus und die Art der Zerkleinerung mabgebend 
sind fiir das Auftreten von Hexosediphosphat, zeigt Versuch 5. 
Hier wurden verschiedene Kaninchenmuskeln sofort nach dem 
Tode des Tieres so schonend wie méglich entnommen und teils 
unzerkleinert in fliissige Luft gebracht und zu Muskelpulver zer- 
rieben, teils mit der Schere zu Brei zerkleinert. In den leicht 
priiparierbaren unzerkleinerten Gastrocnemius und Vastus lateralis 
war Hexosediphosphorsiure nicht nachweisbar, in den nur unter 
Strukturverletzung zuginglichen Riickenmuskeln dagegen in eben 
auBerhalb der Fehlergrenze der Methode liegender Menge. Die 
Zerkleinerung zu Brei fiihrte beim Gastrocnemius und beim Vastus 
zur Hexosediphosphatbildung, wenn auch in wesentlich geringerem 
Umfange als in der Hundemuskulatur, in der Riickenmuskulatur 
dagegen nicht. Im Gegenteil, der Brei aus Riickenmuskulatur war 
in diesem Versuch entgegen unseren sonstigen Befunden frei von 
Hexosediphosphat. Der Grund fiir dieses auffillige Verhalten 
ist vermutlich die geringe Neigung der Kaninchenmuskulatur zur 
spontanen Phosphorylierung von Kohlenhydrat, die in anderen, 
hier nicht verdéffentlichten Versuchen bei Aufbewahrung von 
Muskelbrei ebenfalls nachweisbar war, und die in diesem Versuch 
in allen 3 Muskelarten, besonders stark aber in der Riicken- 
muskulatur, auch in einer Zunahme der anorganischen H,PO, 
bei der Breibereitung zum Ausdruck kam. 

Somit hatten diese Versuche ergeben, dab im Warmbliiter- 
muskel Hexosediphosphat verhiltnismiBig leicht gebildet wird, 
12* 





ee ann Os a 


a 


























172 H. J. Deuticke und S. Hollmann, 


nimlich bei einfacher Strukturzerstérung des Gewebes. Ferner 
hatte sich gezeigt, daB die einmal entstandene Hexosediphosphor. 
siiure nur sehr langsam in der Bilanz wieder verschwindet (Ver. 
such 4b) Auf Grund dieser beiden Feststellungen hofften wir, 
den Di-Ester auch im intakten Muskel nach méglichst schonen. 
den Kingriffen in den Muskelchemismus und nach Beanspruchung 
des Muskels durch Arbeitsleistung zu fassen. Als schonende Ar 
der Stoffwechselbeeinflussung wihlten wir die Zufuhr von Hor. 
monen, und zwar die von Insulin und Adrenalin. An dieser Stelle 
soll nur iiber die mit Insulin am in situ belassenen Warmbliiter. 
muskel erzielten Ergebnisse berichtet werden, die Adrenalinversuche 
wird demnichst Dr. 8. Shah in dieser Zeitschrift mitteilen. Lin. 
deutige Beweise fiir eine Hexosediphosphatbildung unter Insulin. 
wirkung sind unseres Wissens bisher noch nicht erbracht worden, 
GewiB sinkt das anorganische Phosphat im Blut nach Insulingabe 
ab, aber im Muskel kommt es unter Insulineinwirkung, wenn iiber- 
haupt, nur zu einer Hexosemonophosphatvermehrung?’), die nach 
C. ¥. Cori?’) in Wahrheit durch das im hypoglykimischen Z1- 
stand vermehrt abgegebene Adrenalin und nicht durch Insulin 
verursacht ist. 
Versuch 6 und 7 
Hexosediphosphatbildung unter Insulineinwirkung 





























H,PO, in mg-°/, des Muskelgewichtes 
anorg. nach | | 
d. Exposition Hexose- _——. 
anorg. zur Hexose- | mono- | -? 
bestimmung | 
Vers. 6 Vastus lateralis 355,7 355,7 | 39,1 94,1 
Gastrocnemien 338,2 334,7 39,8 94,4 
10.11. 38 (| Riickenmuskulatur | 3732 | 373,1 28,8 91,2 
; a } 4628 | 461,27 | 21,1 85,8 
cp Hinterschenkel- | | 
15. 2. 37 muskulater 493,1 | 490,8 | 22,2 40,1 
Riickenmuskulatur | 462,0 461,83 | 28,8 57,6 


Im Versuch 6 verabfolgten wir einem mittelgroBen Kaninchen, das 
2 Tage gehungert hatte, 20 Einheiten Insulin. Nach 8 Stunden, als der 
Blutzucker von 95 auf 68 mg-°/, abgesunken war, ohne daB Krimpfe auf 
getreten waren, wurde das Tier durch Nackenschlag und Entbluten aus 
den Carotiden getétet, so rasch wie méglich wurden drei verschiedene 
Muskeln entnommen, in fliissige Luft versenkt und wie oben beschrieben 
weiter verarbeitet. Im Versuch 7 wurden einem Tier nach 24 Stunden 
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Hungern 10 Einheiten Insulin gegeben. Nach sechs schweren Krampfanfiillen, 
die 2 Stunden nach der Insulininjektion begannen und sich iiber 1'/, Stunden 
erstreckten, erhielt das Tier nochmals 10 Einheiten Insulin; 20 Minuten 
spiiter kam es in einem schweren Krampfanfall ad exitum. Sofort wurden 
Teile der Riicken-, Vorder- und Hinterschenkelmuskulatur entnommen und 
weiterverarbeitet. 

In beiden Versuchen war in simtlichen Muskelarten keine 
Spur von Hexosediphosphat nachweisbar. Auch aus den Hydrolyse- 
kurven waren keine Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit einer 
leicht spaltbaren Phosphorsiureverbindung zu entnehmen. Im 
Versuch 7 lagen die Pyrophosphatwerte stets, die Hexosemono- 
phosphatwerte bei 2 Muskelarten niedriger als im Versuch 6, 
sicherlich als Folge der schweren Krampfe, die das zu Versuch 7 
verwandte Tier gehabt hatte. Inwieweit im Versuch 6 unter der 
Insulineinwirkung das Hexosemonophosphat gegeniiber der Norm 
gestiegen war, kénnen wir, da vor der Insulingabe keine Musku- 
latur entnommen worden war, nicht entscheiden [vgl. hieriiber 
C.F. Cori und G. T. Cori?4)). 

EKbensowenig wie wir beim Warmbliiter nach Einwirkung 
von Insulin und nach schweren Insulinkrampfen, die den Muske! 
chemisch und physikochemisch ihnlich wie normale Muskelkentrak- 
tionen beanspruchen?*), Hexosediphosphat fanden, konnten wir 
den Di-Kster im intakten tatigen Kaltbliitermuskel nach verschieden 
croBer Arbeitsleistung nachweisen (vgl. die Versuche 8—14). 

Hier wurden fiir jeden Versuch von 2 Temporarien die isolierten 
Gastrocnemien der einen Seite zur tetanischen Reizung verwandt. Die 
Reizung erfolgte direkt bei isometrischer Anordnung und bei in allen Ver- 
suchen gleichem Rollenabstand des Induktoriums. Die beiden anderen 
(rastrocnemien verblieben als Vergleichsmuskeln in einer feuchten Kammer. 
Vergleichs- und Arbeitsmuskeln wurden gleichzeitig in fliissiger Luft ge- 
froren, zu Muskelpulver zerkleinert und dieses in die mit Trichloressigsiure- 
Salzsiiure vorbeschickten Erlenmeyerkélbchen verbracht. 

Weder auf der Héhe des Tetanus noch nach einem langen, 
und zwar kraftigen Tetanus von 3 und 9 Sekunden Dauer, noch 
nach einer Serie von Tetanis, die zu Ermiidungserscheinungen 
tiihrte, lieB sich Hexosediphosphat im intakten Muskel nachweisen. 
Dabei verschwand anorganisches Phosphat nach laingerer Reizung, 
und zwar bis zu 18°/,, wie die letzte Liingsspalte der Tabelle 
zeigt. Die Méglichkeit zur Hexosediphosphatbildung war demnach 
gegeben, aber kein Di-Ester erscheint, sondern das unter diesen 
Bedingungen verschwindende anorganische Phosphat wird an- 
scheinend nur zur Hexosemonophosphat- !") und, bei kurzdauerndem 
Tetanus, vielleicht zur Pyrophosphatsynthese*5) verwandt. 
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Versuch 8—14 
EinfluB der Muskeltitigkeit auf den Hexosediphosphatgehalt 
des Kaltbliitermuskels 
Kontrollmuskel | Arbeitsmuskel to Zw 
Sots 
Anorg. H,PO Anorg. H,PO, |-= 6 _4 
Versuchs-|  Arbeitsmuskel nm a, . my a. * Tw se? 
Nr. in fliissige Luft | der Muskulatur | der Muskulatur 5 ag Se 
; : ae ene © 
Datum peseeent direkt nach der] direkt nach der| "3°39 = 
be- | Exposi-| be- | Exposi- <—OrS 
stimmt | tion | stimmt | tion ons 
Sofort mit Ein- 
8 schaltung des Reiz- — a ee 
26.2. 37 | stromes auf der me | SUE ae | woe = 0 
Hohe des Tetanus 
9 . a6 ‘ 
10. 3. 37 desgl. 319,5  320,7 319,4 | 320,4 t OQ 
10 Nach 3 Sek. Te- 
96.2. 37 | tanus im kontra- | 2s 284,4 280,7 281,0 — 0,95 
= ee hierten Zustand | 
11 tien Eien | a " 
10.3. 37 desgl. 324,4 | 322,2 303,8 | 303,8 | — 6,35 
12 Nach 9 Sek. aces Fe : 
10. 3. 37 Tetanus f 309,7 310,5 309,1 310,9 — Q,20 
13 Nach 10 x 5 Sek. 
29 “’ 37 Tetanus mit je | 828, 328,3 267,1 266,4 — 18,20 
—_ 5 Sek. Ruhepause 
14 Nach 180x 5 Sek. | 
29.3. 87 Tetanus mit je 322,4  321,0 290,8 | 294,1 — 9,80 
onli 5 Sek. Ruhepause | 














Nach diesen letzten Versuchen hiiuft sich also der Harden- 
Young-Kster, der als obligates Intermediiirprodukt der Glykolyse 
im Muskel angesehen wird, im arbeitenden und ermiideten Kalt- 
bliitermuskel ebensowenig wie in dem durch Insulinkrimpfe be- 
anspruchten Warmbliitermuskel an. Die Bestimmungsmethode ist 
dabei so empfindlich, da®B schon minimale Mengen des Ksters 
erfaBt werden. Vielleicht ist die Methode nicht streng spezifisch, 
auBer den von uns bereits gepriiften Phosphorsiureverbindungen 
(vgl. 8. 165) kénnten noch andere Phosphorsiure-Ester von be- 
sonderer Labilitét als Hexosediphosphat mitbestimmt werden: 
auf Grund eigener Versuche méchten wir auch betonen, dai die 
hier beschriebene Methode nicht ohne weiteres zur Hexosediphos- 
phatbestimmung in anderen Organen verwandt werden darf. Aber 
wenn in unseren Versuchen iiberhaupt kein unter den Bedingungen 
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der hier beschriebenen Methode spaltbarer Ester erscheint, scheidet 
diese Méglichkeit aus. Vielmehr miissen wir nach dem Ausfall dieser 
Versuche erneut fragen, ob der Hauptweg des Kohlenhydratabbaus 
im tatigen Muskel tatsichlich iiber den Harden-Young-Ester 
fiihrt. DaB Kohlenhydrat im Muskel iiber Hexosediphosphat um- 
gesetzt werden kann, ist kein Zweifel; es handelt sich nur darum, 
ob dies der Hauptweg ist. Denn nachweislich erscheint der 
Di-Ester nur im strukturzerstérten Organ, im Prefsaft und Extrakt 
oder nach Vergiftung mit Halogenessigsiiure. Wenn auch die 
einzelnen Phasen seines Entstehens und seines Zerfalls in Ver- 
suchen an Muskelextrakten weitgehend aufgeklirt sind und er 
bei der Hefegirung vielleicht ein obligates Intermediirprodukt 
ist?5), die Annahme, daB der Di-Ester im lebensfrischen Muskel 
rascher umgesetzt als nachgeliefert wird, bleibt unbefriedigend, 
zumal in unseren Versuchen im Brei und im als Ganzes ent- 
nommenen Muskel der einmal entstandene Di-Ester nur langsam 
verschwand. Da demgegeniiber der Mono- Ester stindig 
im Muskel als physiologischer Bestandteil vorkanden ist, beim 
Glykogenabbau im Muskel anscheinend zuniichst ausschlieBlich 
entsteht”®), bei der Tatigkeit des Muskels auch kaum ab-, unter 
Umstiinden sogar zunimmt?!), und da wir keine Anhaltspunkte 
datiir haben, daB die Umwandlung des Mono-Hsters in den Di-Ester 
wesentlich schwieriger vonstatten geht als die Bildung des Mono- 
Esters — dies allein wiirde die Anhiufung des Mono-Ksters im 
titigen Muskel erkliiren —, so halten wir es auf Grund unserer 
in dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse fiir méglich, daB im 
intakten Muskel der Kohlenhydratabbau weniger iiber den relativ 
stabilen Harden-Young-Ester verliuft, sondern iiber Hexose- 
monophosphat, vielleicht auf dem von R. Nilsson angenommenen 
Wege oder iiber einen vorerst noch unbekannten labilen Mono- 
oder Di-Ester. Fiir das intermediiire Auftreten eines labilen 
Phosphorsaiure-Esters spricht vielleicht die Beobachtung, daB in 
der Mehrzahl unserer Versuche die Bilanz zwischen verschwun- 
denem anorganischem Phosphat und entstandenem Hexosediphos- 
phat nicht ausgeglichen war, daB sich, auBer bei der Halogen- 
essigsiiurevergiftung, stets mehr Hexosediphosphat vorfand, eine 
Beobachtung, die augenblicklich weiter verfolgt wird. 


Zusammenfassung 


1. Kine Methode zur Bestimmung der Fructose-1,6-diphos- 
phorsiure (Harden-Young-Ester) wird beschrieben, die es 












176 H. J. Deuticke und S. Hollmann, 


gestattet, im Muskel Hexosediphosphat unabhingig von gleichzeitic 
anwesendem Hexosemonophosphat zu bestimmen. 


2. Mittels dieser Methode wird festgestellt, daB der lebens. 
frische Kaltbliitermuskel und der schonend entnommene lebens.- 
frische Warmbliitermuskel kein Hexosediphosphat enthalten. Bei 
der Zerkleinerung des Warmbliitermuskels und bei nachtriglicler 
Aufbewahrung dieses Muskelbreies kommt es zur Hexosediphosphat- 
bildung, im Hundemuskel sehr viel stiirker als im Kaninchen- 
muskel, wihrend in der Kaltbliitermuskulatur auch nach der 
Strukturzerstérung kein Hexosediphosphat nachweisbar wird. 


3. Die Hexosediphosphatbildung in der halogenessigsiiure- 
und in der fluoridvergifteten Muskulatur wird bestitigt. 


4, Unter Insulineinwirkung wird in dem in situ belassenen 
Warmbliitermuskel kein Hexosediphosphat nachweisbar. 


5. Auf der Héhe des Tetanus und nach verschieden grotier 
Spannungsleistung laBt sich im Kaltbliitermuskel trotz Absinkens 
der anorganischen Phosphorsiure kein Hexosediphosphat nach- 
weisen. Ks wird erértert, ob der intakte Muskel sein Kohlenhydrat 
nicht auch tiber Hexosemonophosphat unter Umgehung des Diphos- 
phatstadiums zu glykolysieren vermag. 
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Uber die Einwirkung von Calcium-Ionen auf die Glykolyse 
in der Muskulatur”) 
Von 


S. Hollmann 


Mit 6 Figuren im Text 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit Bonn) 


oo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1939) 


In einigen im Jahre 1924 aus dem Embdenschen Institut 
erschienenen Arbeiten ,Uber die Bedeutung von Ionen fir die 
Muskelfunktion“!) war nachgewiesen worden, daB Anionen und 
Kationen auf den Phosphatstoffwechsel der Muskulatur von Ein- 
fluB sind. Je nach der Stellung der Jonen in der lyotropen 
Reihe rufen die quellungsbegiinstigenden eine Vermehrung, die 
entquellenden eine Verminderung der anorganischen Phosphorsiiure 
im Muskelbrei und MuskelpreBsaft hervor. In der Reihe der 
Anionen fiihren vor allem Fluorid und Oxalat zum Verschwinden 
von anorganischer Phosphorsiure, die sich in geringen Mengen 
als Hexosediphosphorsiure*), zum ganz iiberwiegenden Anteil 
aber als Phosphoglycerinséure*) im PreBsaft bzw. Brei wiederfindet. 

Von den Kationen wirkt ‘hnlich wie Fluorid und Oxalat 
das Calcium [H. Lange‘)],d.h. sein Zusatz fiihrt ebenfalls zum Ver- 
schwinden von anorganischer Phosphorsiiure. Das Calcium nimmt 
aber dadurch eine Sonderstellung ein, daB seine Wirkung nicht 
wie bei den erwahnten Anionen in einer bestimmten proportionalen 
Beziehung zur Konzentration steht, sondern daB unter zwei ganz 
verschiedenen Calciumkonzentrationen zwei Minima an anorga- 
nischem Phosphat zutage treten. Da iiber die unter Calcium- 
einwirkung im Muskel sich anhéufenden Phosphorsiureverbindungen 
bisher nichts bekannt war, wurde in der vorliegenden Arbeit 
untersucht, ob die Wirkung des Calciums auf den Phosphat- 
stofiwechsel der Muskulatur die gleiche ist wie die der erwihnten 


*) Die Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit wurden Herrn Professor 
Dr. H. J. Deuticke von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Ver- 
fiigung gestellt. 
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Anionen, und ob die beiden Minima an anorganischem Phosphat 
auf der Anhiufung des gleichen Phosphorsiiure-Esters beruhen. 


Methodik 


Zu den Versuchen wurde Hinterschenkelmuskulatur yon Temporarien 
oder Kaninchenmuskulatur verwandt, die unmittelbar nach dem Tod der 
Tiere mit der Schere auf eisgekiihlter Glasplatte oder in einer eisgekiihlten 
Fleischhackmaschine zu einem mdglichst homogenen [rei zerkleinert war. 
Gleiche Breiportionen wurden in Erlenmeyerkélbchen, die mit den ent- 
sprechenden CaCl,-Lésungen und gegebenenfalls weiteren Zusiitzen beschickt 
und analytisch vorgewogen waren, nach einer zweiten analytischen Wigung 
2 Stunden bei Zimmertemperatur unter hiiufigem Schiitteln exponiert. 
Durchschnittlich kamen auf 1 g Brei 3 cem Expositionslésung. Die Fillung 
erfolgte entweder nach Schenck mit den gleichen Volumina 4°/,iger Salz- 
siiure und 5°/,igem Sublimat oder mit einem Gemisch 5°/,iger Trichlor- 
essigsiiure in 1°/,iger Salzsiure. In jedem Versuch wurden auBerdem in 
einem Ansatz A die Werte zu Versuchsbeginn ermittelt. Am niichsten 
Tage wurden im entquecksilberten Schenck-Filtrat bzw. im Trichloressig- 
siurefiltrat die anorganische Phosphorsiure [o-Phosphorsiiure + Phospho- 
kreatinphosphorsiure]°), die Pyrophosphorsaure®), die Milchsiiure’) und die 
Hexosediphosphorsiure nach einer in der voranstehenden Arbeit be- 
schriebenen Methode [H. J. Deuticke und S. Hollmann§)] bestimmt. Als 
Zusitze wurden verwandt: CaCl,-Lésung, titrimetrisch eingestellt; Glykogen, 
aus Hundeleber dargestellt; Na-Hexosediphosphat, aus Candiolin iiber das 
Bleisalz gereinigt; Na-Phosphoglycerinat, aus Kaninchenmuskulatur als 
saures Ba-Salz nach Embden, Deuticke und Kraft*) dargestellt. 


Versuchsergebnisse 


In Versuch 1 wurde die von H. Lange‘) festgestellte 
zweiphasige Wirkung einer Calciumkonzentrationsreihe auf das an- 
organische Phosphat im Froschmuskelbrei bestitigt. Das erste 
Minimum an anorganischem Phosphat lag bei 2m CaCl,, und 
zwar 7,3°/, unter dem A-Wert (274 mg-°/,), das zweite Minimum 
bei m/32. Hier war das anorganische Phosphat um 62°/, gegen- 


liber dem A-Wert gesunken. Da in fast allen weiteren Versuchen 


die beiden Minima bei 2m und m/32-CaCl, lagen, fanden diese 
beiden Konzentrationen in Zukunft weiterhin als die optimalen 
Anwendung. 

Zur Feststellung der Natur der unter diesen optimalen 
Calciumkonzentrationen entstehenden Phosphorsiiure-Ester wurden 
im Versuch 1 vom Filtrat dieser Ansiitze sowie vom Filtrat 
eines Ansatzes, in dem frische Muskulatur 2 Stunden mit 0,4 °/, 
Glykogen allein exponiert und die anorganische Phosphorsiure 
um 19°/, auf 325 mg-°/, angestiegen war (,,Glykogenwert“), auch 
Hydrolysenkurven®) aufgenommen. Wie man sieht, iibersteigt bei 











180 S. Hollmann, 


Versuch 1 
(Protokoll-Nr. 4. 26. XI. 35) 
2stiindige Exposition von Froschmuskelbrei in 2 m bis m/128-CaCl, 
und 0,4 °/, Glykogen 
A-Wert: 274 mg-°/, anorganische H,PO, 
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anfinglich besonders steilem Kurvenanstieg der Hydrolysen- 
Endwert des.2 m-CaCl,-Ansatzes (Kurve B) um ein geringes den 
Hydrolysen-Endwert des Kontrollansatzes (Kurve A), ein Ver- 
halten, das sich in allen derartigen Versuchen zeigte und das 
darauf hinwies, daB unter Einwirkung von 2 m-CaCl, vermutlich 
ein leicht spaltbarer Ester entstanden war. Ganz im Gegensatz 
dazu beruht das Verschwinden yon anorganischer Phosphorsiiure 
nach m/32-CaCl,-Zusatz in der Muskulatur auf der Bildung eines 
schwer hydrolysierbaren Phosphorsiure-Esters (Kurve C), der, 
falls es sich hier wie bei der Fluorid-Vergiftung um Phospho- 
glycerinsiure handelt, auch aus dem leicht spaltbaren Hexose- 
diphosphat unter EinfluB von m/32-CaCl, entstehen mubte. 




















Versuch 2 
(Protokoll-Nr. 5. 
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10. XII. 35) 


Exposition von Kaninchenmuskelbrei mit 2m und m/32-CaCl, unter Zusatz 
von Na-Hexosediphosphat (10 mg organische H,PO, pro Gramm Muskulatur) 





K, | I 


| 


a a 





2 m-CaCl, + Hexose- 
diphosphat 


m/32-CaCl, + Hexose- 
diphosphat 





Anorganische | 
H, PO, 

in mg-°/) der | 
Muskulatur 





I Exposition mit 
II ” % 

Kk Kontrollansatz: 

mit Hexosediph 


Das ist, wie Versuch 2 zeigt, der Fall. 


Ca + Hexose- 


Schenckfillung Sche 


2 Stunden 
Exposition mit 
Ca + Hexose- 

diphosphat, 


dann 


Zusatz von 


diphosphat 
nach der 


519,1 453,5 


nekfillung 


2 Stunden 
Exposition mit 
Ca + Hexose- 

diphosphat, 
dann 
nekfallung 


Zusatz von 
Ca + Hexose- 
diphosphat 
nach der 
Schenckfiillung Sche 


512,2 391,3 





ese" 





90’ 


— Hydro! Zeit —~ 


Fig 3 
2m-CaCl, + Hexosediphosphat 
m/32-CaCl, + a 


Frische Muskulatur sofort nach 
osphat + CaCl, versetzt 


Schenck gefallt und nachtriglich 


Aus den Hydro- 


lysenkurven II und K geht mit aller Deutlichkeit hervor, dab 


sich unter m/32-CaCl, die Umwandlung der Hexosediphosphor- 
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siiure in einen schwer spaltbaren Kster vollzogen hat. Zwar ist 
diese Umwandlung nicht so vollstindig wie bei der Fluorid- 
Vergiftung, vielmehr sind noch erhebliche Mengen Hexosediphos. 
phorsiiure iibrig geblieben. Aber die Wirkung dieser Ca-Kon- 
zentration ist eindeutig und kontrastiert stark mit der einer 
2 m-CaCl,-Lésung. Unter deren Kinwirkung ist, wie der Verlauf 
der Hydrolysenkurve I zeigt, die zugesetzte Hexosediphosphorsiiure 
nicht nur nicht umgewandelt, sondern anscheinend sogar ver- 
mehrt. In Bestiatigung von Versuch 1 liegt auch hier dem Ver- 
schwinden von anorganischer Phosphorsiure die Bildung einer 
leicht spaltbaren Verbindung, vielleicht Hexosediphosphorsiiure, 
zugrunde. Prinzipiell das gleiche Ergebnis wurde auch in 
mehreren Versuchen mit Froschmuskulatur gewonnen, jedoch 
war der Effekt in der Froschmuskulatur geringer als in Warnm- 


bliitermuskulatur. 
DaB unter Kinwirkung von m/32-CaCl, bei Zusatz vou 
Hexosediphosphat in der Kaninchenmuskulatur Phosphoglycerin- 


siure entsteht, zeigt Versuch 3 (22. 4. 36). 

Hier waren 1,9 kg Kaninchenmuskelbrei 4 Stunden bei 12° in 9,5 Liter 
m/32-CaCl,-Lésung, die 9,5 g organische H,P?O, als Hexosediphosphat ent- 
hielten, exponiert und anschlieBend nach Schenck gefillt worden. Der 
Verlauf der am entquecksilberten Schenck filtrat aufgenommenen Hydro- 
lysenkurven bestitigte wiederum die Uberfiihrung des Hexosediphosphats 
in einen schwer spaltbaren Ester. Dieser wurde, iiber die Kupferkalk- 
fillung und Bleizuckerfillung, aus der Zersetzungsfliissigkeit des Bleinieder- 
schlages als Phosphoglycerinsiiure, und zwar als deren saures Bariumsalz, 
isoliert (Ausbeute 4,08 g Rohsubstanz). 

Analytische Belege. Die einmal umkrystallisierte Substanz wurde 
an der Luft bis zur Konstanz getrocknet und enthielt auf Grund der unten 
angegebenen P- und Ba-Bestimmung noch 1,736 Mol Krystallwasser. Einen 
iihnlichen Krystallwassergehalt (zwischen 1'/, und 2 Mol) fanden Embden, 
Deuticke und Kraft’) an einem wihrend 13 Tage bei 56° bis zur Kon- 
stanz getrockneten Priiparat. 

0,1188 g Substanz ergaben 0,0786 g BaSO,; das Filtrat der Ba- Bestimmung 
wurde auf 200 cem aufgefiillt, und in je 15 cem nach Veraschung mit 2 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure und Perhydrol die Phosphorsiure bestimmt: 
Niederschlag 69,8 und 69,9 mg. 

5,139, 4,771 mg Subst.: 1,98, 1,76 mg CO,, 1,23, 1,17 mg H,O*). Aus 
der P-Analyse errechnet sich ein Wassergehalt von 1,736 Mol H,0. 

C,H,0O,PBa-1,736 H,O 
Ber. C 10,21 H 2,42 P 8,78 Ba 38,90 
Gef. ,, 10,24, 10,06 ,, 2,68, 2,74 ,, 8,78 88,95. 
Das Verhiltnis P : Ba = 100 : 100,14. 





*) Die C- und H-Analysen wurden von A. Schoeller, Berlin aus- 
gefiihrt. 
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Die spezifische Drehung der freien Phosphoglycerinsaure. Eine 
durch Umsetzung des zweimal umkrystallisierten analysenreinen Barium- 
salzes mit n/1-H,SO, in geringem Uberschu8 gewonnene Liésung zeigte im 
2dm-Rohr einen Drehungswinkel von — 0,76°.. Die Lésung war frei von 
anorganischer Phosphorsiiure und enthielt 3,2512 J) freie Phosphoglycerin- 
siiure. &p =— 11,69°. Der Wert stimmt gut mit dem von Embden, 
Deuticke und Kraft%) gefundenen «, = — 11,91” iiberein und zeigt, dab 
dem Bariumsalz der 8-Phosphoglycerinséure noch geringe Mengen des 
leichter léslichen Ba-Salzes der 2-Phosphoglycerinsiiure beigemengt waren 
(O. Meyerhof und W. Kiessling’). 

Demnach kénnen wir als ein Umwandlungsprodukt der Hexose- 
diphosphorsiiure im Muskelbrei nach Einwirkung der schwiicheren 
Ca-Konzentration und als ,Syntheseprodukt“ dieser Ca-Konzen- 
tration tiberhaupt die Phosphoglycerinsiiure ansehen. Jedoch 
ist die Ausbeute an Phosphoglycerinsiure unter Calciumwirkung 
bei weitem nicht so gro8 wie nach Fluorideinwirkung; denn in 
einem sehr ihnlich angestellten Versuch, bei Verwendung von 
2 kg Muskelbrei unter Zusatz von 10g organischer H,PO, als 
Hexosediphosphat und m/50-NaF konnten z. B. Embden, Deu- 
ticke und Kraft’)-(a.a.O. 8.24 Versuch 3) 19,7 g Rohsubstanz — 
statt 4 g in meinem Versuch — gewinnen. 


Versuch 4 
(Protokoll-Nr. 6. 8. I. 36) 











—> H,;P0, in mg-°/, der Muskulatur —> 





8 0 90’ 780 


—> Hydrol. Leit —> 
Fig. 4 
A Exposition mit m/32-CaCl, + Na-Phosphoglycerinat 
B » 2m-CaCl, + ,, 


(pro 2 Muskulatur 10 mg organische H,P O,) 


Kinen Grund fiir das vom Verhalten des Fluorids ver- 
schiedene Verhalten des Calciums zeigen die Hydrolysenkurven 
yon Versuch 4. In diesem Versuch wurde Froschmuskelbrei mit 
+m und m/32-CaCl, unter Zusatz von Na-Phosphoglycerinat 
(pro Gramm Muskulatur 10 mg organische H,PO,) 2 Stunden bei 
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20° exponiert. Dabei war in dem unter m/32-CaCl,-Einwirkung 
stehenden Ansatz gegeniiber dem mit 2 m exponierten ein leichter 
spaltbarer Ester, und zwar, wie weitere Versuche wahrscheinlich 
machen (vgl. 8.186), Hexosediphosphorsiiure zusitzlich entstanden, 
Hier handelt es sich aber schwerlich um eine Riickumwandlung 
von Phosphoglycerinsiure in Hexosediphosphat, sondern, und das 
ist ein weiterer wichtiger Grund fiir die geringe Phosphoglycerin- 
siurebildung nach m/32-CaCl,-Einwirkung, die Spaltung der ve- 
bildeten Phosphoglycerinsiure ist bei der optimalen Konzentration 
von m/32-CaCl, nicht so véllig gehemmt wie bei den optimalen 
Fluoridkonzentrationen, so daB das Hexosediphosphat aus der bein 
Phosphoglycerinsiiureabbau frei gewordenen anorganischen Phos- 
phorsiiure und Kohlenhydrat wahrscheinlich neu gebildet ist. 
Die Spaltung der Phosphoglycerinsiiure, bestimmt an der Zu- 
nahme der anorganischen H,PO, bei der Exposition von Muskel- 
brei mit Phosphoglycerinsiure (10 mg organische H,PO, pro 
Gramm Muskelbrei) und m/32-CaCl, gegeniiber einem Kontroll- 
ansatz mit CaCl, allein, betrug in verschiedenen Versuchen 
innerhalb von 2 Stunden bei 20° 12—18°/,. Sie ist weitgehend 
von der Ca-Konzentration abhingig, wie Versuch 5 zeigt; mit 
fallender Ca-Konzentration nimmt der spaltungshemmende Kin- 
fluB des Calciums fortschreitend ab. 


Versuch 5 
(Protokoll-Nr. 82a. 4. V. 1937) 


2 stiindige Exposition von Froschmuskelbrei mit 2m bis m/128 CaCl, unter 
Zusatz von Na-Phosphoglycerinat (10 mg org. H,PO, pro Gramm Muskulatur. 








CaCl,-Konz. 2m] m | m/2 | m/4] m/8 |m/16] m/32 | m/64 | m/128 





Spaltung in °/, 
der zugesetzten . . , _ 
Tenens 1,4 | 1,84 | 2,25 | 2,38 | 5,71 | 8,18 | 12,23 | 15,50 | 17,01 


glycerinsiure 





























In dem MaBe, in dem bei sinkender Ca-Konzentration die 
Phosphoglycerinsiure wieder aufgespalten wird, nimmt auch die 
Milchsiiurebildung im Muskelbrei aus zugesetztem Glykogen wieder 
zu, wie Versuch 6 zeigt. Wihrend in der frischen Muskulatur in 
diesem Versuch der Milchsiuregehalt nach 2 stiindiger Exposition 
mit 0,4°/, Glykogen von einem Anfangsgehalt von 218 mg-°/, aut 
481 mg-°/, angestiegen war, wurde die Milchsiurebildung in den 
Ansiitzen mit den héheren Ca-Konzentrationen nicht nur gehemmt, 
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sondern merkliche Milchsfuremengen wurden unter den praktisch 
anaeroben Bedingungen zum Verschwinden gebracht, und erst 
jenseits einer Ca-Konzentration von m/32 konnte die Muskulatur, 
wenn auch noch verzégert, Glykogen in Milchsiiure umsetzen. 
Dieses Verhalten des Calciums wurde ebenfalls in weiteren, hier 
nicht verdffentlichten Versuchen bestiitigt. 


Versuch 6 
(Protokoll-Nr. 88. 12. V. 1937) 
2 stiindige Exposition von Froschmuskelbrei mit 2m bis m 128 CaCl, 
und 0,4 °/, Glykogen 
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Fig. ! 


Das Verschwinden von anorganischem Phosphat unter m/32- 
CaCl,-Einwirkung kann also bisher erklirt werden durch die sicher 
nachgewiesene Anhiufung von Phosphoglycerinsiiure und durch 
die wahrscheinlich gemachte gleichzeitige Bildung eines zweiten, 
leichter spaltbaren Phosphorsiiure-Esters. Um festzustellen, aus 
welchem Grunde das Minimum an anorganischem Phosphat bei 
in/32-CaCl, liegt, also bei einer Konzentration, bei der die Spaltung 
der Phosphoglycerinsiure bereits einen verhiltnismibig groBen 
Umfang angenommen hat, wurde aufer fiir die Phosphoglycerin- 
siiure auch, und zwar gleichzeitig, fiir die Hexosediphosphorsiure 
die Abhiingigkeit ihres Umsatzes von der Ca-Konzentration ge- 
priift. Die Spaltung der Phosphoglycerinsiiure wurde an der Zu- 
nahme der anorganischen H,PO, gegeniiber Kontrollansatzen mit 
CaCl,-Zusatz allein gemessen, die Spaltung der Hexosediphos- 
phorsiiure durch Zuriickbestimmen des nicht umgesetzten Hexose- 
diphosphat-Anteils. Dabei kam eine Hexosediphosphatbestim- 
mungsmethode zur Anwendung, die in der voranstehenden Arbeit 
i. J. Deuticke und 8. Hollmann§)] beschrieben ist. 

Das Ergebnis eines solchen Versuches, in dem also nach 
“inwirkung verschiedener Ca-Konzentrationen auf Froschmusxelbrei 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIITI. 13 
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die anorganische H,PO, und die Hexosediphosphorsiiure bestimmt 
und ferner der Umsatz zugesetzter Hexosediphosphorsiure und 
Phosphoglycerinsiiure bei den gleichen Ca-Konzentrationen 
folgt wurde, ist als Versuch 7 wiedergegeben. 


ey. 


<_< 


oe 


Versuch 7 
(Protokoll-Nr. 82. 4. V. 1937) 











CaCl,-Konz. |A-Wert] 2m m | m/2 


m4] m/8 | m/16] m/32 |m 64 


Anorg. H,;P0, | 
in mg-°/, der | ¢ 295,0 | 259,0 | 286,2 | 296,9 | 286,1 | 249,0 | 208,4 | 180,4 | 169.2 
Muskulatur | 


Hexosediphos- 
phat-H,PO, 
in mg-°/, der 
Muskulatur 


20,4 — | 81,7] 47,0] 81,3 
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Fig. 6 


A Hexosediphosphorsiure 
B- Phosphoglycerinsiiure 


In diesem Versuch liegt das zweite Minimum an anorga- 
nischem Phosphat nicht bei m/32- sondern bei m/64-CaCl,. Bei 
dieser Ca-Konzentration ist auch die Hexosediphosphat-Anreiche- 
rung am stirksten, sie deckt aber in der Bilanz ebensowenig wie 
in m/32- und m/16-CaCl,-Lésung die gegeniiber dem A-Wer' 
verminderte H,PO,. Vielmehr sind merkliche Mengen von an- 
organischem Phosphat verschwunden, héchstwahrscheinlich unter 
Phosphoglycerinsaéurebildung, und zwar in der bisher optimalen 
Konzentration von m/32 am stiirksten; hier betriigt die Differenz 
zwischen dem A-Wert und der Summe der anorganischen und 
Hexosediphosphat—H, PO, 67,6 mg-°/, gegeniiber 55 und 45 mg-", 
in den beiden anderen CaCl,-Konzentrationen. 

Ferner zeigt dieser Versuch, daB es sich bei dem leicht 
hydrolysierbaren Ester, der das erste Minimum der anorganischen 

















169.2 
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H,PO, bei 2m-CaCl, verursacht (vgl. die Versuche 1 und 2), tat- 
siichlich um Hexosediphosphorsiiure handelt, zumindest um eine 
organische Phosphorsiureverbindung, aus der unter den Bedin- 
cungen der voranstehend beschriebenen Methode'), bei 2 stiindiger 
Exposition mit Phenylhydrazin und bei 70°, Phosphorsiiure ab- 
cespalten wird, was weder fiir Phosphoglycerinsiiure und Glycerin- 
phosphorsiiure noch fiir die Adenylpyrophosphorsiiure und ihre 
yerivate und auch fiir keine in lebensfrischer und aufbewahrter 
Kaltbliitermuskulatur vorkommende organische Phosphorsiiure- 
Verbindung zutrifft. In den nachfolgenden Ca-Konzentrationen 
bis m/8 lieB sich Hexosediphosphat nicht nachweisen. In Uber- 
einstimmung damit ist die in der ausgezogenen Kurve der voran- 
stehenden Fig.6 wiedergegebene Umsetzung der zugesetzten Hexose- 
diphosphorsiiure durch 2m-CaCl,-Lésung so gut wie vollig ge- 
hemmt, durch schwiichere Ca-Konzentrationen dagegen weniger. 
Dieser, den Hexosediphosphat-Umsatz hemmende Ca-KinfluB ist 
von m/2-CaCl, ab geringer als die hemmende Wirkung, die das 
Calcium auf die Phosphoglycerinsiiurespaltung ausiibt, wie der 
Verlauf der gestrichelten Kurve zeigt. Qemnach kann innerhalb 
dieses Bereiches, von m/4- bis m/64-CaCl,, Hexosediphosphat 
verschwinden unter Bildung von Phosphoglycerinsiure, die sich 
anhiiuft oder, bei niedrigerem Ca-Gehalt, in Abhiingigkeit von 
der Ca-Konzentration in verschieden groBem Umfange unter 
Dephosphorylierung weiter in Milchsiiure umgesetzt wird (vgl. 
Versuch 6). Die in der Bilanz erscheinende Menge anorganischer 
HPO, ist also abhiingig von der durch das Calcium beeinfluBten 
Minstellung der verschiedenen Gleichgewichte. 

Das Ergebnis dieses Versuches, das sowohl die geringere 
Ausheute an Phosphoglycerinsiiure in dem Darstellungsversuch 3 
wie auch den steileren Verlauf der Hydrolysenkurven im Vergleich 
zu den bei Fluorid-Zusatz beobachteten erkliirt, wurde in einem 
weiteren Versuch (Versuch 8) bestiitigt. Hier war in der ganzen 
Konzentrationsreihe von 2m- bis m/128-CaCl, nicht nur das Ver- 
halten der anorganischen H,PO, und der Hexosediphosphorsiure, 
sondern auch das der Pyrophosphorsiiure verfolgt worden. 

Die unter 2 m-CaCl, verschwundenen 60,2 mg-°/, anorganische 
HPO, sind in diesem Versuch bei praktisch gleichbleibendem 
Pyrophosphatgehalt vollstiindig in Hexosediphosphorsiiure um- 
gewandelt worden. In den weiteren Konzentrationen lief sich 
wieder kein Hexosediphosphat nachweisen, erst von m/16-CaCl, 
ab kam es zu einer Hexosediphosphatanreicherung. Das Pyro- 
43° 
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phosphat, dessen Spaltung bei 2 m-CaCl, total gehemmt war, 
wurde mit fallender Ca-Konzentration zunehmend aufgespalten 
und war von m/16 ab iiberhaupt nicht mehr nachweisbar. Dieses 
Verhalten des Pyrophosphates wurde ebenfalls in mehreren Ver- 
suchen bestiitigt, ein EinfluB des Calciums somit auch auf dey 
Pyrophosphatstoffwechsel sichergestellt. 

Versuch 8 

(Protokoll-Nr. 28. 9. IIL. 1937) 

2 stiindige Exposition von Froschmuskelbrei in 2 m- bis m/128-CaCl, bei 20 








CaCl,-Konz. |A-Wert] 2m | m | m/2 | m/4 | m/8 | m/16]m/32] m/64 |m 128 








Anorg. H,PO, 
in mg-°/, der | ¢ 314,6 | 254,4 | 304,2 | 321,9] 278,8 | 233,5]179,1]140,8]127,2) 139.7 
Muskulatur 


Hexose- 
diphosphat- 
Hv, 
in mg-°/, der 
Muskulatur 


-- 60.7 : —e 30,7] 41,2] 46,5) 77.1 


phat-H,PO, 
in mg-°/, der 


Muskulatur 


31,9] 33,5] 9,4] 1,9] 11,8] 4,4] - ai 
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Nach den in dieser Arbeit mitgeteilten Versuchen vermag 
also das Calcium den Kohlenhydratstoffwechsel in der Muskulatu 
zu beeinflussen. In Abhingigkeit von der Konzentration kann es 
den Umsatz des Hexosediphosphats hemmen oder foérdern und 
ferner an einem tieferen Abbauprodukt der Kohlenhydrate, niimlich 
an der Phosphoglycerinsiure, angreifen und deren Umsatz zu 
Milchsiiure beeinflussen. SchlieBlich wirkt es auch auf das Pyro- 
phosphat ein, es verhindert in hoher Konzentration dessen Ver- 
schwinden, wahrscheinlich weniger durch Bildung unléslicher 
Calciumsalze oder Ausschaltung der am Pyrophosphatstoffwechisel 
beteiligten Fermente, als vielmehr durch Steuerung des Pyro- 
phosphatumsatzes; andernfalls wire die gleichzeitig erfolgeude 
Hexosediphosphatsynthese, zu der bekanntlich Adenylpyrophosphat 
benétigt wird, schwer verstindlich. 

Ferner ist klargestellt, dab das unterschiedliche Verhalten 
der anorganischen Phosphorsiiure gegeniiber héheren Konzentra- 
tionen von Calcium einerseits, Fluorid und Oxalat andererseits 
darauf beruht, daB beim Calcium das erste ,Syntheseoptimum" 
ausschlieBlich durch eine Hexosediphosphatanreicherung bedingt 
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ist, wihrend die beiden Anionen, wie K. Lohmann") fand, auch 
in belies en Konzentrationen die Umwandlung der Hoxosediphosphor - 
siure in schwer hydrolysierbares Phosphat begiinstigen, wobei 
iedoch die stirksten Konzentrationen nicht immer die optimalen 
sind. Warum in den mittleren Calciumkonzentrationen, z. B. in 
m/2-CaCl,, keine Hexosediphosphatsynthese erfolgt und kein an- 
organisches Phosphat verschwindet, welche Veriinderung am Fer- 
mentsystem im einzelnen der Zweiphasigkeit der Caliumwirkung 
zugrunde liegen, ob das Calcium etwa in manchen Konzentra- 
tionen dem am Kohlenhydratumsatz beteiligten Magnesium ent- 
cegenwirkt, ist damit natiirlich noch nicht geklirt. 


Zusammenfassung 

Die Ergebnisse H. Langes iiber die 2-phasige Wirkung des 
Calciums auf den Gehalt des Muskelbreis an anorganischem 
Phosphat werden bestiitigt. Das erste Minimum an anorganischem 
Phosphat unter 2m-CaCl, beruht auf der Umwandlung des ge- 
samten verschwindenden anorganischen Phosphates in Hexosedi- 
phosphorséure bei gleichbleibendem Pyrophosphatgehalt. Das 
zweite Minimum bei m/32- oder m/64-CaCl, ist vornehmlich durch 
\nhiufung von Phosphoglycerinsiure verursacht, die als saures 
Bariumsalz isoliert und identifiziert wurde. Daneben findet sich 
auch bei dieser Calcium-Konzentration etwas Hexosediphosphat. 
Die Pyrophosphatspaltung wird in den héchsten untersuchten 
Calcium-Konzentrationen voéllig oder teilweise gehemmt, in den 
niedrigeren Konzentrationen dagegen unbeinfluBt gelassen. 
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Uber die Bedeutung und Eigenschaften 
der Succinodehydrogenase 


Von 
L. Massart 


(Francquilehrstuhl am Therapeutischen Laboratorium der Universitit Liittich, Belgien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1939) 


Banga und Porges haben im Laboratorium von Szent- 
Gyérgyi gezeigt, daB die Succinodehydrogenase und die sonstigen 
Dehydrogenasen durch Metallkomplexbildner gehemmt werden, 
sich also so verhalten, als ob sie selber Metallproteide wiiren. 
Ich untersuchte daher, ob die Malicodehydrogenase durch Metall- 
komplexbildner gehemmt wird. Ich verfolgte die Reduktion des 
Oxaloacetats zu Apfelsiure, eine Reduktion, die durch die Malico- 
dehydrogenase vermittelt wird. Meine Versuche zeigen, daB diese 
Dehydrogenase durch Metallkomplexbildner nicht gehemmt wird, 
also aller Wahrscheinlichkeit nach kein Metallproteid sein kann. 
Dieses steht im Einklange mit Arbeiten des Warburgschen 
Laboratoriums. Warburg und Mitarbeiter isolierten verschiedene 
Dehydrogenasen, ohne Metalle in diesen Fermenten nachweisen 
zu konnen. 

Die Versuche von Banga und Mitarbeiter waren mit der 
Thunbergschen Methodik ausgefiihrt. Es wurde bisher allgemein 
angenommen, daB es eine allgemeine Eigenschaft der Dehydro- 
genasen sei, Methylenblau zu reduzieren. In letzter Zeit wurie 
aber gezeigt (Banga, Euler, Green und Dewan), daf Methylen- 
blau im Muskel nur durch die Succinodehydrogenase oder durch 
die Diaphorase reduziert wird. Letzthin wurde gezeigt (Straul), 
daB die Diaphorase ein Alloxazin-Proteid sei, also kein Metall 
enthilt. Die von Banga und Mitarbeitern beobachtete Hemmung 
der Methylenblaureduktion kann also nur durch die Hemmung 
der Succinodehydrogenase erklirt werden. Ist es aber tatsiichlich 
die Succinodehydrogenase, die in diesen Versuchen gehemmt wurde 
und durch ihre Hemmung das ganze Reduktionsvermégen des 
Muskels vermindert hat, so ist dies aus zwei verschiedenen 
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Gesichtspunkten von weittragender Bedeutung. Kinerseits wiirde 
dies bedeuten, daB die Succinodehydrogenase selber wahrschein- 
lich ein Metallproteid ist; andererseits wiirde dies einen neuen 
wichtigen Beweis fiir die Richtigkeit der Szent-Gyérgischen 
Theorie liefern, nach welcher die Succinodehydrogenase als not- 
wendiges Zwischenglied in die Kette des Wasserstofftransportes 
eingeschaltet ist. Aus diesem Grunde wird in vorliegender Arbeit 
die Frage naher untersucht. 

Die Succinodehydrogenase aktiviert im Muskel in gleicher 
Weise die Bernsteinsiure und ihr Oxyd, das Fumarat. Methylen- 
blau gegeniiber wirkt dieses System vorwiegend reduzierend. Ist 
die Succinodehydrogenase in die Kette des Wasserstofftransportes 
eingeschaltet und ist sie ein Metallproteid, so muB die Reduktion 
des Methylenblaus durch Komplexbildner gehemmt werden. 

Nehmen wir aber an Stelle des Methylenblaus einen nega- 
tiveren Farbstoff, wie das Gallophenin (K,-Succinodehydrogenase 
-- 0,011; E,-Gallophenin — 0,142), so kann diesem Farbstofi 
gegeniiber das Fumarat-Succinatsystem blob als Oxydationsmittel 
wirken. Dieser Farbstoff kann also nur durch die Diaphorase 
reduziert werden, wahrend der reduzierte Farbstoff durch das 
Fumarat-Succinatsystem reoxydiert wird. Wird dieses letztere 
System durch Metallkomplexbildner gehemmt, so muB hierdurch 
die Reduktion des Farbstoffes begiinstigt werden. Wihrend also 
die Kntfairbung des Methylenblaus durch Metallkomplexbildner 
cehemmt werden mu, muf die Reduktion des Gallophenins be- 
lordert werden. Die Beférderung einer solchen Reduktion durch 
Metallkomplexbildner ist eine sehr unerwartete Erscheinung; wird 
sie tatsiichlich beobachtet, so mu dies als eine starke Stiitze der 
C,-Dicarbonsiiurentheorie der Atmung und der Metallproteidnatur 
der Succinodehydrogenase betrachtet werden. 

Ich habe mit NaF als Metallkomplexbildner gearbeitet. Meine 
Versuche zeigen, da die Reduktion des Methylenblaus durch 
diesen Komplexbildner stark gehemmt, die Reduktion des Gallo- 
phenins stark beférdert wird. Von iihnlichen Uberlegungen aus- 
gehend hat Straub die Wirkung von Malonat diesen beiden 
Farbstoffen gegeniiber untersucht und analoge Resultate erhalten. 
Meine Versuche zeigen, daB NaF und Malonat in gleicher Richtung 
wirken und hierbei einander in ihrer Wirkung weitgehend férdern. 

In diesem untersuchten System haben wir also folgende 
Glieder: Succinodehydrogenase—Gallophenin—Diaphorase; dann 
folgen die sonstigen Dehydrogenasen, die den Wasserstoff der 
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Nihrstoffe mobilisieren und diesen auf die Diaphorase iibertragen, 
Der ganze Atmungscyclus wire also folgender: 
O0,—-Cytochromoxydase-Cytochrome-Succinodehy drogenase-Diaphorase <- }] 


Diese Stelle und Funktion der Diaphorase stimmt tiberein 
mit der 1937 bereits gegebenen Szent-Gyérgyischen Auffassuns 
(Biological Oxydations, S. 32), nach der Alloxazinproteid unmittel- 
bar den Wasserstoff auf Fumarsiiure iibertrigt. 

Der Umstand, daB die Succinodehydrogenase durch Cyanid 
nicht, wohl aber durch Fluorid gehemmt wird, weist darauf hin, 
daB das Metall weder Kupfer noch Eisen und in der Reihe der 
leichteren Metalle zu suchen ist. In letzter Zeit haben Banga, 
Philippot und Szent-Gyérgyi bei den Pflanzen eine Dioxy- 
maleinsiureoxydase entdeckt, die in der Pflanzenatmung eine funda- 
mentale Rolle zu spielen scheint. Diese Forscher sind der Meinung, 
daB sich die Succinodehydrogenase phylogenetisch aus der Dioxy- 
maleinsiiureoxydase entwickeln konnte, indem die Natur die labile 
und aktive Dioxymaleinsiiure durch die inaktive und stabile Bern- 
steinsiiure + Aktivator (Succinodehydrogenase) ersetzte. In aller- 
letzter Zeit zeigte Theorell’), da’ die Dioxymaleinsdureoxydase 
durch Mangan aktiviert wurde, also wahrscheinlich ein Mangan- 
proteid ist. Gleichzeitig zeigte Theorell, daB die Enzympriparate 
eine starke Hamochromogenreaktion geben, und daB Cytochrom + Mn 
als Dioxymaleinsiure wirken kann. Nach der Auffassung von Szent- 
Gyérgyi ist das Cytochrom ein Bestandteil der Succinodelydro- 
genase. Dieses macht in steigendem MaBe wahrscheinlich, dai 
zwischen Maleinsiureoxydase und Succinodehydrogenase tatsiich- 
lich phylogenetische Beziehungen bestehen, und da Mangan dic 
Metallkomponente der Succinodehydrogenase ist. 


Versuchsteil 

1. Reduktion des Oxaloacetats durch die Malicodehydrogenase 
bei An- und Abwesenheit von NaF. Die Versuche sind ausgefiilirt 
mit dem ungewaschenen Taubenbrustmuskel nach den Vorschriitet 
von Banga. Nur die Apfelsiiurebestimmung ist abgeindert. 
Ich machte diese Bestimmungen folgenderweise: das Gemiscli 
Muskel + Apfelsiure wurde enteiweibt mit 4/, ccm Trichloressig- 
siure 20°/,; die reduzierenden Substanzen, wie Fumarsiure, 0xy- 
dierte ich mit KMn0O,, neutralisierte und fiigte dann Fumarase 
zu. Unter Fumarase verstehe ich 1/,, g gut gewaschenen und 1 
Phosphatpuffer suspendierten ‘'aubenbrustmuskel. Das ganzé 


') Naturw. 28, 1 (1939). 




















charakterisiert durch das Verhiltnis 1 Teil Fumarsiiure — 3 Teile 
Apfelsiure. Ich enteiweiBte mit '/, com Trichloressigsiure 20°/, 
und bestimmte die Fumarsiiure nach Straub. 

Vorher hatten Versuche mit bekannten Gemischen von Fumar- 
siure und Apfelsiure mich von der Brauchbarkeit der Fumarase- 
methode iiberzeugt. Jedoch gibt es immer einen Verlust von 30 bis 
35°/, an Fumarsaure, die in der enteiweiBten Fumarase erhalten 
bleibt. In nachstehender Tabelle beriicksichtige ich diese Adsorp- 
tion; leider stellte ich nicht in Rechnung ‘die Adsorption des 
ungewaschenen Muskels + Apfelsiure am Deproteinisierungsgemisch. 
Dicarbonsiuren werden besonders hartnickig am Muskel adsorbiert; 
waschen oder sonstige tibliche MaBregeln befreien ein Muskel- 
priparat nicht von den Dicarbonsiuren. LEjinige Versuche iiber- 
zeugten mich, daB nur drastische MaBregeln, wie die Hydrolyse 
diese Saiuren freilegen kénnten. 

1,5 cem ungewaschener Taubenbrustmuskelsuspension ('/, g Muskel). 

2cem Oxaloacetat'(= 7 mg Oxalessigsiure), 

‘,eem Wasser oder NaF-Lésung (finale Konzentration des NaF im 
Versuch m/50). 





Apfelsiiure in mg nach 5 Minuten 


ohne NaF? | NaF m/50 
1,6 1,8 
1,9 1,6 
118 | 1,8 


2. Hemmungsversuche mit NaF + Malonat. — A. Mit Methylen- 
hbiauals Farbstoff. Die Versuche wurden ausgefiihrt mit der modifizierten 
hunbergmethode: 


1,5 cem ungewaschener Taubenbrustmuskelsuspension (= '/, g Muskel), 

1eem Methylenblau 2/5550, 

1 cem Malonat [= 4 mg Malonsiure’)], 

‘/, ecm Wasser oder NaF-Loésung (finale Konzentration des Nak im 
Versuch m/50. 





Reduktionszeit i in ) Minuten 





‘ohne NaF mit NaF 
1 1,85 
l at 
1,15 1,45 


') Malonat hemmt die Succinodehydrogenase des zum Reece aeHoN 
Muskel zugesetzten Methylenblaus um 40—50°/,: Banga u. Porges, 
Diese Z. 254, 200 (1938). 
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wurde 1 Stunde im Wasserbad bei 37° gehalten: Apfelsiiure wird 
so umgesetzt in Fumarsiiure, bis ein Gleichgewicht erreicht wird, 
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B. Mit Gallophenin als Farbstoff. Die Versuche wurden aus. 
gefiihrt wie mit Methylenblau. In den Versuchen mit Malonat war die 
Konzentration an Malonsiiure 4 mg; in den Versuchen mit NaF war dessen 
Konzentration m/50. Ich beniitzte Gallophenin */,o99. 








Reduktionszeit in Minuten 





ohne Malonat und | mit Malonat und mit Malonat und 
ohne NaF | ohne NaF | mit NaF 
mehr denn 20 6 3 
mehr denn 20 7 4 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Szent- 
Gyoérgyi, unter dessen Leitung ich diese Arbeit machte, zu 
danken fiir seine Anregungen und Bemiihungen. Der Francqui- 
stiftung bin ich fiir materielle Unterstiitzung zu Dank ver- 


pflichtet. 
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